Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek

fémkomplexeinek vizsgalata

Doktori (PhD) értekezés

Boka Beata

Debreceni Egyetem
Debrecen, 2003



Tartalomjegyzék

Lo BeVRZEUES ... 1
2. Irodalmi atteKintés ........ ... ... e 3
2.1. Az aminosavak és peptidek komplexkémiai sajatsagai ................ceevvennnnn 3
2.1.1. Sav-bazis tulajdonsagok és lehetséges koordinaciés modok ...................oceeeee. 3
2.1.2. ,,A peptidek fémmegkoto képességének szelektivitdsa”..........o.coooiiiiiiiini. 7
2.1.3. Az oldallanc hatasa a peptidek koordinacios kémidjara ...................coeennn. 15
2.2. A tioétercsoport koordinacios KEmidja ..........c.eoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieas 18
2.2.1. Sav-bazis és komplexképzddési reakciok ............oovviiiiiiiiiiii i, 19
2.2.2. A kdzbensd jellegii atmenetifém-ionok komplexei ...............ooooiiiiiiii.n. 19
2.2.3. A soft karakter(i Pd(I1)ionok KOmMpPIeXei ..........covviuieriniiininiiiiiieeeeeeeaans 21
2.2.4. PO(IDKOMPIEXEK ...vvtineintitit e e 23
2.3. A hisztidin aminosav szerepe peptidekben ... 23
2.3.1. Tobb hisztidil-oldallancot tartalmazé peptidek ... 24
2.3.2. N-terminalisan védett hisztidintartalmu peptidek komplexei .......................... 25
2.4. A szuperoxid-diszmutaz enzimek és lehetséges modelljeik ...................... 26
2.4.1. A szuperoxid anion JelentOSEZE .........oviirintiriitit e 26
2.4.2. A szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimek tipusai ...........ccoevveininniniininnnn 27
2.4.3. ASOD enzim modellJei .......oouiiiiiiiii e 28
3. Kisérleti koriilmények és vizsgalati modszerek ........................ ... 31
3.1. A hasznalt VeZYSZEIeK .........vvuririiii e 31
3.2, PeptidSZINtEZIS .. ..unen ittt 34
3.3. Az alkalmazott kisérleti technikak ..................cooiiiiiiiiii 38
3.3.1. PH-POtENCIOMELIIA ...\ ettt ittt et ee et et et et et et et et e e et e et e e e e e eeneaeans 38
3.3.2. SpektrofOotOmMEtria ... ....couiei e 41
3.3.3. CD SPEKLrOSZKOPIA . .uvineeeiitit ettt et et et 42
3.3.4. NMR SpeKtroszKOPia .......ooueiiniiii e 45
3.3.5. ESR SPEKtrOSZKOPIA .. .ouvintieiitit et e 47
4. Kisérleti eredmények és értékelésiik ........................ooiiiiiiiiiii i 48
4.1. A tioéterkén donoratom koordinaciojanak fémionfiiggése ........................ 48
4.1.1. Metionintartalm tripeptidek Cu(Il)kompleXei ...........covvvieeiiiniiiiiiiiiiiinnan, 48
4.1.2. Metionintartalmu tripeptidek Ni(Il)komplexei .. TR Y |
4.1.3. Metionintartalmt di- és tripeptidek Zn(II)- és Co(II) és Cd(II)komplexel .......... 65
4.1.4. Metionintartalmu di- és tripeptidek PA(IDkompleXei ......ccoceeveerrieienieienieiienieennans 67

4.1.5. Tioéterhidat tartalmazo vegyes fémkomplexek vizsgalata ................c.cooeee 87



4.2. Aminosavak és peptidek Pb(Il)komplexei ............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiin 92

4.2.1. Az Pb(IT)ion hidrolizisének vizsgalata ...............cooooiiiiiiiiiiiiiiii 92
4.2.2. Az Pb(Il)ion aminosavakkal képezett komplexei .............ccoevviiininiiiiniennn.. .94
4.2.3. Az Pb(Il)ion peptidekkel képezett komplexei ...........ccveveiiiiiiiiiiiiniinnnn 96
4.3. A Cu,Zn-SOD aktiv centrumat modellez6 peptidek Cu(Il)- és Zn(II)komplexei...100
5. OSSZfOZIANAS . ...... .ot 109
LU 111111121 o 2 112
Irodalmi hivatkoZAasoK ..........oiieiein i, 116

Bl ggelCk ..o 123



1. Bevezetés

1. Bevezetés

Mar régdta ismert, hogy egyes fémionok bar csak kis mennyiségben
fordulnak elé az €16 szervezetekben, fontos szerepet jatszanak szamos biokémiai
folyamat iranyitasaban. Az elmult évtizedek soran a fémionok és kiillonbozo
bioligandumok kozotti kolcsonhatasokat széleskoriien tanulméanyoztak. A bonyolult
biologiai folyamatok megértésében segitséget nyujthatnak a modellrendszerek
vizsgalata soran szerzett informaciok. Az ¢l6 szervezetekben el6fordul6 ligandumok
kozil a fehérjék képesek leger6sebben megkdtni a fémionokat; e makromolekulakat
peptidekkel modellezhetjiik.

A metalloenzimekben a fémion megkdtésében meghatarozé szerepe van a
peptid oldallancbeli funkcioscsoportjainak. A fobb kotéhelyek csoportjaba sorolhato
a hisztidin imidazolnitrogén, a cisztein tiolkén, az aszparaginsav és glutaminsav
karboxilatoxigén valamint a metionin tioéterkén donoratomja. Példaként
emlithetnénk a kék rézproteinek csoportjdba tartozé plasztocianint. Ezen
metalloprotein  aktiv centrumaban a réz(Il)ionhoz egy tiolkén és két
imidazolnitrogén donoratom mellett egy tioéterkénatom koordinalodik. A réz(Il)-
tioéterkén kotéstavolsag joval nagyobb, mint a masik harom, ami jelzi, hogy a kotés
erdssége jelentdsen kisebb, mint a tobbi donoratom esetén. A réz(Il) koriil torzult
tetraéderes elrendez0dés jon létre a szokasos torzult oktaéderes szerkezettel
szemben. Munkank soran az elébb emlitettek kozil két csoport: az imidazol- és a
tioétercsoport szerepét tanulmanyoztuk.

Munkank egyik f6 célkitlizése a fémion-tioéterkén kolcsonhatas vizsgalata
volt. A tioétercsoport kevésbé tanulmanyozott, szerepe az enzimekben illetve a
komplexképzédésre gyakorolt hatasa kevésbé tisztazott. Az irodalombol ismert
azonban, hogy ezen soft donoratomot nagyfoku fémionszelektivitas jellemzi, s a
koordinacidja nagymértékben fiigg egyéb donoratomok jelenlététol. Célul thztiik ki
tehat a tioétercsoport koordinaciojanak vizsgalatat a fémionok széles korében, s a
donorcsoportot kiilonb6zo kornyezetben tartalmazé ligandumok esetén. A Cu(Il)-,
Ni(Il)-, Zn(Il)- és Co(Il)- mellett a szoftabb karakterti Cd(II)- és Pd(Il)- valamint
Pb(Ikomplexeket tanulmanyoztunk. A valasztott ligandumok a metionin
aminosavat kiilonbdz6 szamban és helyzetben tartalmazo di- és tripeptidek voltak.
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Az elobb felsorolt fémionok koziil az irodalomban kevés adat talalhatd az
Pb(I)ion peptidekkel valé kolcsonhatasara vonatkozodan, ezért a megfeleld
Osszehasonlitas  érdekében  célul thztik ki az Pb(Il) aminosav- és
peptidkomplexeinek szélesebb kort vizsgalatat is.

Az imidazolnitrogén szinte valamennyi metalloenzim esetén elsddleges
fémmegkdotohely, ezért hatdsara vonatkozoan igen sok irodalmi adat all
rendelkezésre. Ezek egy része konkrét metalloenzimek vizsgalataval foglalkozik,
egy masik csoportja pedig modell rendszerekben tanulmanyozza az
imidazolnitrogén szerepét, ez utdbbi csoportba tartoznak a hisztidintartalmi
peptidek fémkomplexeire vonatkozo munkak.

Talan az egyik legérdekesebb imidazolhidas enzim a szuperoxid-diszmutaz.
Ezen enzim esetén a fémionokhoz a peptidszekvencidban egymashoz kozel
elhelyezked6 aminosavak oldallancbeli donorcsoportjai koordinalédnak. A
rézkotohely egy tripeptiddel (HisValHis), mig a cinkkdthely egy tetrapeptiddel
(HisValGlyAsp) modellezhet6. Az enzim aktiv centrumaban ezen két iont egy hid
hisztidinoldallanc koéti 6ssze, amely a cinkhez a piridin-, a rézhez pedig a pirrol-
tipust nitrogénen keresztiil koordindlodik. Munkank egyik célja ezen két peptid
komplexeinek a vizsgalata volt. A C- és N-terminalison védett peptidek komplexeit
tanulmanyoztuk, mivel ezek az enzim kdzelebbi modelljének tekinthetdk.



2. Irodalmi attekintés

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az aminosavak és peptidek komplexkémiai sajatsagai

Az aminosavak és peptidek kolcsonhatasat kiilonboz6 fémionokkal
széleskorlien vizsgaltdk az elmult évtizedek soran, s szamos Osszefoglaldé mi is

1."% A képz6d6 komplexek szerkezete és stabilitasa fiigg a

megjelent errdl a teriiletrd
fémion sajatsagaitol, illetve az oldallancbeli donorcsoportok jelenlététol.

A tovabbiakban az egyszerii aminosavak és peptidek esetén megvalosuld
koordinacios modok ismertetését kovetden a képzodé komplexek szerkezetét
alapvetden befolyasold tényezok koziil a fémion és az oldallanc hatasat kiilon

alfejezetekben részletesebben targyaljuk.

2.1.1. Sav-bazis tulajdonsagok és lehetséges koordinaciés modok

Az aminosavak vizes oldatban ikerionos formaban fordulnak elé és egy
proton felvételére (pKyapoxit ~2-2,5), illetve leadasara (pKamino ~9-10) képesek.
Atmenetifémionokhoz az o-amino és a karboxilatcsoporton  keresztiil
koordinalédnak, a kialakul6 ottagt kelatgytiri miatt a képzodé komplex igen stabilis
(2.1.a abra).

R o AN T2 v
oo }3H—Ci——NH—CH—C\O_
H2N{ \’O' = \"O
R R
a b

2.1. abra Egy aminosav (a) és egy peptid (b) [MA] komplexének szerkezete

Az aminosav oldallancaban talalhat6 egyéb donoratomok molekulan beliili
helyzetiiktdl és mindségiiktdl fliggden jelentdsen modosithatjak a kialakuldé komplex
szerkezetét, stabilitasat.'™"" Koordinaciora gyakorolt hatasukra a peptidek esetén
térek ki részletesebben.
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A peptidekben talalhaté amidkotés két tjabb fémmegkotésre alkalmas
donoratomot (amidnitrogén és karboniloxigén) tartalmaz, ami tovabbi jellegzetes
koordinacios modok kialakulasat teszi lehetévé. Az oldallancbeli donoratomok
pedig még tovabb novelik a fémion-bioligandum kdlcsdnhatas sokszintiségét.

A kialakulo komplexek szerkezetét a kiilonb6z6 donorcsoportok sav-bazis
tulajdonsagai és egymashoz viszonyitott térbeli helyzete hatarozzak meg. A
dipeptideket az aminosavakkal Osszevetve megallapithaté, hogy az aminocsoport
bazicitasa (pKumino ~7-8) €és a karboxilcsoport savassaga (pKyamoxii ~3) is csokken,
mivel a két csoport egymastol tavolabb helyezkedik el, mint az aminosavakban. A
peptidlanc tovabbi ndvelése azonban mar nem eredményez tovabbi jelentds valtozast
a lancvégi csoportok bazicitasaban.

Az amidnitrogén nemkotd elektronparjanak delokalizacioja miatt nem
Lewis-bazis. A szén-nitrogén kotés jelentds (40%) kettoskotés karaktere miatt az
amidcsoport planaris. Ennek kovetkeztében a peptidkotés igen gyenge savként
illetve bazisként viselkedik. Erfsen savas kozegben a karboniloxigén proton
felvételre képes (pK ~ -1)."* A peptidcsoport hidrogénjének eltavolitasa pedig csak
igen lugos oldatokban lehetséges, ami a bazisallando meghatarozasat nehézz¢é teszi.
Az irodalomban csak néhany adat talalhato, pl. a GlyTyr esetén pK=15,2 értéket
mértek.”” Tehat a peptidkotés (fémionok tavollétében) a vizsgalatok pH-
tartomanyaban (0<pH<14) semlegesnek tekintheto.

A peptidekben az amino- és karboxilatcsoport nincs kelatképzo helyzetben,
a peptidlanc két végén, egymastol tavol helyezkednek el, igy egyidejl
koordinaciojuk nem valdsulhat meg. A fémion karaktere hatarozza meg, hogy a
kettd koziil melyik csoport tolti be az elsddleges kotdhely szerepét. A két lancvég
koordinacidés  kémiai  viselkedésének tanulmanyozasiara a legegyszeriibb
modellvegyiiletek a glicinamid (N-terminus) és az N-acetil-glicin (C-terminus) (2.2.
abra).

0 0
HoN—CH,—C J
2 7 HaC—C—HN—CH,~C___
NH, OH
(a) (b)
2.2. abra A glicinamid (a) ¢és az N-acetil-glicin (b) szerkezeti képlete
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Az N-acetil-glicin a karboxilatoxigénen keresztiil egyfogu ligandumként
koordinalodik', igen kis stabilitasti komplexet képez (Cu(Il)ion esetén 1gK=1,3,
mas fémionok esetén még kisebb). Ez a kolcsonhatas nem képes megakadalyozni a
fémion hidrolizisét, hidroxidcsapadék levalasa tapasztalhat6. A karboxilcsoporttal
kelatképzd helyzetben 1évo peptidnitrogén koordinalodasa csak deprotonalodasa
utan kovetkezhetne be, ezt azonban eddig nem sikeriilt kimutatni.

A glicinamid kétfogli ligandumként viselkedik, az aminonitrogén és a
karboniloxigén részvételével ottagh kelatgytirti alakul ki."> Ez a kotésmod a peptidek
atmenetifém-komplexeire is jellemz6 (2.1.b. abra).

Ez a koordinaciés mod a kétértékli 3d atmenetifém-ionok esetén képzodo
komplexeknek a monodentat karboxilat-koordinacionadl nagyobb stabilitast
kolcsonoz, igy a fém-hidroxid csapadék levalasa nem kovetkezik be. Ezen oOttagu
kelat stabilitasa azonban kisebb, mint aminosavak esetén, hiszen az aminonitrogén
mellett nem a negativ toltéssel rendelkezé karboxilat-, hanem a semleges
karboniloxigén talalhaté a fémion koordinacids szférajaban. Réz(Il)- és néhany
egyéb fémion esetén enyhén lugos kozegben a glicinamid amidnitrogénjének
deprotondloddsa és  koordinalodasa is  bekdvetkezik, az  amidcsoport
deprotonalodasat jellemz6 pK értéke legalabb hét nagysagrenddel csdkken a szabad
ligandumhoz viszonyitva. A [CuA,H,] komplexben két amino- és két
deprotonalodott amidnitrogén teliti a réz(Il) koordinacios szférajat. Az dtmenetifém-
ionok szdmara tehat az aminocsoport az elsdédleges fémionmegkotd hely.

A peptidek esetén a glicinamidhoz hasonléan az aminonitrogénnel
kelatképz6 helyzetben van a peptidkotés oxigén és nitrogén donoratomja is. Az
atmenetifém-ionok [MA]" komplexére az (NH,,CO) koordinaci6 jellemzé. Ez a
kolcsonhatas meglehetdésen gyenge, igy altaldban nem képes megakadalyozni a
fémion hidrolizisét ligos kozegben. Egyes fémionok jelentésen csokkentik az
amidcsoport pK-jat, igy a peptidnitrogén deprotonalddasa és koordinalodasa mar a
vizsgalhatdo pH-tartomanyban bekovetkezik. A képz6dé [MAH ] sztochiometriaja
komplexben a fémionhoz az amino- és az amidnitrogén mellett a dipeptidek esetén a
karboxiloxigén (2.3.a abra), mig oligopeptidek esetén a kovetkezd karboniloxigén
koordinalodik. Kettds kelatgytrGi alakul ki, ami nagy stabilitast kolcsondz a
komplexnek. Ennek a szerkezetnek a 1étezését rontgen vizsgalatok is igazoltak.'

A tobb amidkdotést tartalmazd peptidek esetén a pH-ndvelésével tovabbi
peptidnitrogének deprotonalddasa és koordinalodasa is megtorténik, harom oOttagu
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csatolt kelatgytriit tartalmazo komplex képzodik. A 2.3.b. abran az [MAH.,J
komplex szerkezete lathato.

CH c// \CH C//
o N \0' O N \N
Nc e Sep—Re
M2 M2 |
CH CH c
R1/ \NH2 H,0 R1/ \NHZ 0 \O
a b

2.3. abra Egy dipeptid [MAH ] (a) és egy tripeptid [MAH,,]" (b) komplexe

Ezen harom koordinalt nitrogén donoratomot (egy amino- és két deprotonalodott
amidnitrogént) tartalmazé komplexekben a fémion negyedik koordinacids helyét
tripeptidek esetén a karboxilat- mig hosszabb peptidek esetén a karboniloxigén
foglalja el. A tetrapeptidek [MAH]> komplexe négy nitrogén donoratomot
tartalmaz, a fémion koordinacios szférajaban az amino- és a harom amidnitrogén

talalhat6 (2.4. abra).

R 0
./
CH—C

o 7 AN

\C/N\\

0—C
I
2.4. abra Egy tetrapeptid [MAH_;]* komplexének szerkezete

Az eddigi megallapitasok oldallancban donorcsoportot nem tartalmazo,
szabad terminussal rendelkez0 peptidekre vonatkoznak.

Az irodalomban altalanosan elfogadott nézet, hogy az amidnitrogén
deprotonalodasa ¢és koordinalodasa csak akkor kovetkezik be, ha a ligandum
szerkezete megfeleld, vagyis az amidnitrogénnel kelatképz6 helyzetben tartalmaz
egy erdsen koordinalodo, ugynevezett horgony donorcsoportot. A fémion csak ehhez
a donorcsoporthoz kotddve képes indukalni a deprotonalddast, a folyamatot jellemzé
pK értéke ebben az esetben csokken jelentdsen a szabad ligandumra jellemzé

6
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értékhez képest. (A kdzelmultban kimutattdk az amidnitrogén deprotonalodasat és
koordinalodasat horgony donorcsoportot nem tartalmazo, ciklikus szerkezetii
ligandum esetén is, de csak erésen liigos kozegben.'’) A peptidekben altalaban a
lancvégi aminocsoport tolti be a horgony szerepét, de az oldallancbeli imidazol-
illetve tiolcsoportrol is kimutattak, hogy viselkedhet horgonycsoportként.'*2

Az amidnitrogén deprotonalddasat, a képzodé komplexek szerkezetét
alapvetéen befolyasold tényezok kozil a fémion és az oldallanc hatasat a

kovetkezokben részletesebben targyaljuk.

2.1.2. ,,A peptidek fémmegkoto képességének szelektivitasa”

Az amid-deprotonalédas nagymértékben fémionfiiggd. A legjelentdsebb
hatasa a Pd(Il)-, Cu(I)- és Ni(Il)ionoknak van, hiszen valamennyi vizsgalt peptid
esetén eldsegitik a peptidnitrogén deprotonaldodasat €s koordinalodasat. A folyamat
azonban az egyes ionok esetén kiilonb6zé pH-n jatszodik le (Pd(II) pH~2, Cu(Il)
pH~4, Ni(Il) pH~8). Szamos egyéb fémionrdl kimutattdk, hogy képes indukalni az
amidnitrogén deprotonalddasat. Ezek kozott vannak inert karakterfiek is, mint a
Pt(I1)*'**, Au(Ill)*, Co(II1)***" és Cr(Ill)**. Egyes esetekben a fémion szokatlan
oxidacids szammal jellemezhetd a kialakuld komplexben, példaul leirtak Cu(III)->*,
Ni(IID)-** és Ag(Ill)-oligopeptid komplexeket”~'*. A fémionok egy része pedig
csak néhany specialis esetben, példaul az oldallancban erésen koordinal6do
donoratomot tartalmazo peptid esetén segiti eld az amidnitrogén deprotonalodasat €s
koordinalodasat. Ez utobbi csoportba sorolhatd a Co(II), Zn(II), Pb(II), VO(IV)***
és a dialkilon(IV)**2°.

Altaldnossagban megallapithato, hogy a peptidnitrogén donoratom
koordinacidjat eléidéz6é fémionok komplexeit siknégyzetes (Pd(II), Pt(II) és Ni(Il))
vagy torzult oktaéderes geometria (Cu(Il), Co(II), Co(III) és Ni(I)) jellemzi.

A tovabbiakban az altalam vizsgalt fémionok peptidkomplexeinek jellemzoit
kiilon alfejezetekben ismertetem. El6ljaroban kiemelném a peptidnitrogén-
koordinaciéo vonatkozasaban a valasztott fémionok kozott tapasztalhatd jelentOs
eltéréseket.
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Réz(IT)komplexek

A réz a novények, az allatok és az ember szamara egyarant létfontossagi
elem, elsésorban enzimek alkotdorésze. A szervezetben tobbnyire fehérjéhez kotott
formaban talalhat6 meg. Fontos szerepet jatszik a molekularis oxigén
anyagcseréjében, példaul a puhatestiiek vérében az oxigén szallitasat egy réztartalmi
fehérje, a hemocianin végzi. Rézproteinek emellett szamos redoxifolyamat
katalizisében is részt vesznek, altalaban oxidaz funkciojuk van. Egyes enzimekben a
rézion mas fémionnal egyiitt fordul el6, ilyenek példaul a citokrom-C oxidaz,
melyben vas, illetve a szuperoxid-diszmutdzok egy tipusa, melyben cink(Il)ion
talalhat6 a réz(Il)ion mellett.

A Cu(Il)ion peptidekkel tetragonalisan torzult oktaéderes geometriaju
komplexeket képez, az ekvatoridlis helyzetben 1évé donoratomok koordinacidja a
meghataroz6, mig az axialis helyzetben lévokkel csak igen gyenge kolcsonhatas
alakul ki.

A Cu(Il)-diglicin rendszerben savas kozegben az (NH,, CO) koordinacioju
[CuA]" komplex talalhatd az oldatban, majd pH~4-n bekovetkezik a peptidnitrogén
deprotondlodasa és koordindlodasa, [CuAH. ] Osszetételli komplex (2.3.a abra)
képzédik. Mivel ezen komplexben a ligandum a Cu(Ill)ionnak csak harom
koordinacids helyét foglalja el, a fém-ligandum aranytol és a pH-tol fliggben bisz-
illetve hidroxokomplexek képzddése lehetséges.*** A [CuA,H.] Osszetételii
biszkomplexben a masodik ligandum axialis-ekvatorialis helyzetben, az amino- és a
karbonilcsoporton keresztiil kotddik. A masodik ligandum amidnitrogénje tehat nem
deprotonalodik, ami gyengébb kotddést eredményez. A képz6dé komplex
viszonylag kis stabilitasu, igy pH~9 felett nem gatolja meg a [CuAH.;] komplex
hidrolizisét. A vegyeshidroxokomplex képzddésének hatasdra az abszorpcids
spektrumban kismértékli voroseltolodas tapasztalhatd és a redoxipotencial
csokken.” Nagyon nagy ligandumfelesleg esetén (szazszoros ill. ezerszeres), igen
lugos oldatban megfigyelhetd a biuret reakcid, négy nitrogén donoratom
koordinalodasaval [CuA,H.,]* komplex képzédik.***4°

A tri- és tetraglicin Cu(II)-komplexeit is tobben vizsgaltak***®, s az
amidnitrogének 1épcsdzetes deprotonaldodasarol szamoltak be. A folyamatot jellemzd
pK értékek nagyobbak, mint a diglicin esetén, de joval kisebbek, mint a szabad
ligandumhoz (és a glicinamidhoz) tartozo6 érték. A deprotonalddott peptidnitrogének
koordinalodasaval a réz(Il) koordinacios szféraja telitetté valik (a [CuAH.,] és
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2.1. Az aminosavak ¢s peptidek komplexkémiai sajatsagai

tetrapeptidek esetén a [CuAH_;]* komplexben), igy a biszkomplex képzédése és a
hidrolizis gatolt. A hidrolizis csak igen lugos kozegben (pH~11,9) jatszddik le.

Di-, tri- illetve tetraglicin esetén igen nagy ligandumfelesleg mellett végzett
ESR spektroszkopias vizsgalatok™® tovabbi, [NHLCOXCOO)] illetve [(NH,,N,COOXCOO)]
koordinacioval jellemzett biszkomplexek 1étét tamasztottadk ala. Emellett savas
kozegben egy illetve két ligandum karboxilatcsoporton keresztiilli monodentat
koordinacigjat is bizonyitottak.

Nikkel(IT)komplexek

A nikkel biologiai szerepe kevésbé ismert. Ujabban enzimekben
azonositottak, példaul ureazokban illetve nikkel-vas-kén proteinekben, melyek
hidrogenaz hatastak. Emellett toxikus, szamos embernél allergiat (borkiiités,
ekcéma) okoz.

A peptidek Ni(Il)ionnal alkotott komplexeit sokan vizsgaltak, mivel ez a
fémion is képes indukalni az amiddeprotonaldédast enyhén lugos oldatban. A
rendelkezésre 4llo6 irodalmi adatok szama azonban joval kisebb, mint a
Cu(IDkomplexekre vonatkozd. A peptidek koordinacids kémidja e két fémionnal
(Cu(ID)- és Ni(II)ion) sok hasonldsagot mutat, azonban néhany jelentds kiilonbség is
megfigyelhetd a képzédd komplexek Osszetételében és szerkezetében. A
Cu(Il)oligopeptid komplexekkel ellentétben, amelyekre minden esetben torzult
oktaéderes geometria jellemz6, a Ni(Il)ionnal képz6doé komplexek sztereokémiajuk
alapjan két tipusba sorolhatok: oktaéderesek, vagy siknégyzetesek. Jelentds eltérés a
két fémion kozott, hogy az amidnitrogén deprotonalédasa a Ni(Il)ion esetén
nagyobb pH-n jatszodik le, igy a fémion hidrolizise egyes esetekben szamottevo
lehet.

Potenciometrias és spektroszkopias vizsgalatok azt mutatjak, hogy a Ni(I)-
diglicin rendszerben biszkomplexek képzddnek. Mindkét kotott peptidmolekula
amidnitrogénjének deprotonalddasa és koordinalédasa pH~10-re bekdvetkezik, a
kialakulo [NiA,H.,]* Osszetételi komplex paramagneses, oktaéderes. Szilard
halmazallapotban rontgen szerkezetvizsgalattal igazoltak ezen hatos koordinacios
szamu komplexben a peptidmolekulak haromfogti (NH,,N,COO") kétddését.”!

A diglicinnel ellentétben a Ni(Il)ion tri- és tetraglicinnel sarga szind,
diamagneses komplexet képez enyhén lugos kozegben. A két, illetve harom
amidnitrogén deprotonalédasa nem kiiloniil el. A kis pH-n az oldatban jelenlévo
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z0ld/kék szinl, paramagneses, oktaéderes geometriaji komplexbdl kooperativ
deprotonalédassal képzédik a diamagneses, siknégyzetes geometriaju komplex.™ A
képz6dé komplexek szerkezetét szilard- > és oldatfazisban®™ szerkezetvizsgald
modszerekkel alatamasztottak. A Ni(Il)-peptid rendszerekre a kiilonb6z6 deprotonalt
részecskék kinetikailag viszonylag lassu képzddése jellemz6. A komplex inertsége a
peptidnitrogének szamaval nd.

Co(I)-, Zn(1I)- és Cd(Il)komplexek

A peptidekkel alkotott komplexeik alapjan a Co(Il)-, Zn(II)- és Cd(II)ionok
egy csoportba sorolhatok, bar biologiai szerepiik meglehetdsen kiilonb6z6. A Zn(II)
biologiai jelentdsége kiemelkedd, a masodik leggyakoribb nyomelem, s egyben a
legkevésbé toxikus elem. A metalloenzimekben kétféle szerepet tolthet be: egyrészt
szerkezetalakitd, masrészt enzimaktivator hatasa lehet. A szamos cinktartalmi
metalloenzim koziil példaként emliteném a szénsav anhidrazt, a karboxipeptidazt és
az alkohol dehidrogenazt, melyekben a fémion imidazol-, karboxilat- ¢és
tiolcsoportokhoz kotddik. A kobalt biologiai szerepe dontéen a Bj, vitaminhoz
kapcsolodik, amely egy Co(Ill)iont tartalmazé komplex. Ezt a vitamint emberek és
allatok nem, csupan egyes mikroorganizmusok képesek szintetizalni. A kobaltion
azonban enyhén mérgez6, lecsokkenti a pajzsmirigy aktivitasat. A Cd(Il)ion pedig
egyértelmilen a mérgezd fémionok kozé sorolhat6. Nagyfoku hasonlosaguk
kovetkeztében a Co(Il)- és a Cd(Il)ion egyarant helyettesitheti a Zn(Il)-t az
enzimekben.

A harom fémion peptidekkel szembeni affinitasa jol Osszemérheto,
komplexeik igen kis stabilitasiak, mivel a Cu(ll)- és Ni(Il)ionhoz hasonld
mértékben nem képesek indukilni az amidnitrogén deprotonalodasat. Az [MA]
tipusu komplexekre az (NH,,CO) koordinaci6 jellemzd. Mar enyhén lugos kdzegben
hidroxokomplex képzddése tapasztalhatdo, a peptid kiszorulhat a fémion
koordinacios szférajabol.

Az irodalomban a peptidnitrogén-koordinacié lehetéségére vonatkozodan
egymdsnak ellentmondé adatokat taldlunk Co(Il)- és Zn(I)ion esetén. Egyes
szerz6k>*> a Co(I)-diglicin rendszer esetén lagos oldatban (pH~10) a Ni(II)ionnél
leirttal megegyezé szerkezetii, [Co(AH.,),]* osszetételli biszkomplex képzédésérél
szamoltak be. Feltételezték, hogy ebben az oktaéderes komplexben (NH,,N,COO")
koordinacié valoésul meg. Az oldallancban donoratomot nem tartalmazé peptidek

10
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amidnitrogénjének Zn(Il)ion hatasara bekovetkezd deprotondlodasat nem mutattak
ki. Ezt a kiilonbséget a Zn(Il)ion nagyobb mértékii hidrolizishajlama és a
ligandumtér stabilizacié hianya indokolhatja.

Az oldallancbeli donorcsoport hatasara jelentdsen ndvekedhet a fémmegkoto
képesség. Erre jo példa a GlyHis, hiszen ezen dipeptid amidnitrogénjének
deprotonalodasa Co(11) illetve Zn(II) jelenlétében mar pH~7 koriil bekovetkezik.”® A
Cd(Il)ion hatasara bekovetkez6 amid-deprotonalddast sem imidazololdallancot, sem
tiolcsoportot tartalmazo peptid esetén nem mutattak ki.'**° Tiolkénnel (S,0) illetve
(S,N) kelat képzddik, ennek hatasara né a Cd(II)komplex stabilitasa.

Pd(IDkomplexek

Palladium az él6 szervezetekben természetes koriilmények kozott nem
talalhaté meg. Bar mérgezo hatasu, de a természetbeli eléforduldsa olyan ritka, hogy
biologiai szerepe nem jelentds. Komplexeinek vizsgalatat két tényezo indokolja.
Egyrészt elméleti szempontbdl érdekesek, hiszen a Pd(Il)ionnal képzddnek a
legnagyobb stabilitast peptidkomplexek, mivel a peptidnitrogén-deprotonalodast
indukalé hatasa ennek a fémionnak a legnagyobb. Masrészt a platinatartalmu
rékellenes készitmények hatdsmechamizmusanak vizsgalata soran a Pd(Il)- az inert
karakterti Pt(I)ion modellezésére hasznalhato.>'*” A két ion mérete (rpaany=86pm,
rpn=85pm), kémiai sajatsagai, soft karaktere valamint komplexeinek geometridja
(siknégyzetes) és Osszetétele hasonld, ugyanakkor a Pd(Il) ligandum-szubsztitiicios
reakcioi 6t nagysagrenddel gyorsabban jatszodnak le.”®

Az irodalomban alig talalhatd palladium-peptid rendszerekre vonatkozo
oldategyensulyi vizsgalat. A Pd(Il)ion peptidkomplexeinek kiemelkedéen nagy
stabilitdsa miatt a komplexképz6dés igen kis pH-n megy végbe (pH<2), ahol a
mérés hibaja jelentésen megnd €s az ionerdsség sem allando értékil, igy kozvetlen
potenciometrias modszerrel egyensulyi allandé nem hatarozhaté meg. Az egyensulyi
vizsgalatokat a fémion hidrolizise is neheziti. A palladium(II)ionok vizes oldataban
mar kis fémionkoncentracidé mellett, erGsen savas kdzegben (pH~1) is képzédnek
hidroxokomplexek ¢s Pd(OH), csapadék valik le. A pH>2 oldatban bonyolult, nem
egyensulyi folyamatban tobbmagvu részecskék képzédnek.**

A képz6d6 komplexek szerkezetét széleskorlien vizsgaltak kiilonbozo
spektroszkopiai modszerekkel (pl. 'H NMR és CD spektroszkopia) és tobb
Osszefoglald kozlemény is megjelent, amely a Pd(Il) és Pt(Il) peptidkomplexeivel
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foglalkozik.”®® Az oldallancban donorcsoportot nem tartalmazé dipeptidekkel a
palladium(Il)ion siknégyzetes, diamagneses komplexeket képez, amelyben a
ligandum amino- és deprotonalddott amidnitrogén, valamint karboxilatoxigén
donoratomja koordinalodik. A fémion fennmarad6 negyedik koordinacids helyét egy
vizmolekula, vagy mas egyfogu ligandum foglalja el, amely enyhén lugos kdzegben
egy hidroxidionra cserélddik. Erésen lugos oldatban a karboxilatcsoport is kiszorul,
dihidroxokomplex képzddik. Ligandumfelesleg esetén a szabad koordinacios helyre
egy ujabb dipeptidmolekula koordinalédhat. A [PdA,H.|] Osszetételii komplexben a
masodik ligandum az aminocsoporton keresztiil, monodentat moédon kotédik. Igen
nagy pH-n [PdA,H,,]* sztochiometridju 4N-es biszkomplex jelenlétét feltételezték,
melyben mindkét peptidmolekula (NH,, N) koordinacioju.t”*

A kozelmultban egy indirekt modszer segitségével kutatdcsoportunkban
meghataroztik szamos di- és tripeptid Pd(Il)komplexének stabilitasi allandoit.”” A
hasznalt kompeticiés moddszer soran versengé ligandumként nagy feleslegben
kloridiont alkalmaztak. A palladium(Il)ion viszonylag nagy stabilitasti komplexeket
képez kloridionnal, igy jelenlétében a peptidkomplexek képzodése nagyobb pH-n, az
egyesulyilag jobban vizsgalhat6 tartomanyban jatszodik le €s a fémion hidrolizise is
visszaszorul. (A kloridkoncentracié novelésével azonban ndé a peptidkomplex
kialakulasahoz  sziikséges id6. Ugy  talaltak, hogy 0,1  mol-dm™
kloridionkoncentraci6 az optimalis, amely mellett az egyensuly bealltdhoz sziikséges
id6 még nem nd olyan mértékben, hogy egyensulyi vizsgalat nem végezhetd.)
Kimutattak, hogy Pd(Il)ion esetén a nemkoordinalodé oldallanc komplexképzédésre
gyakorolt hatasa jelentds. A GlyX tipusu dipeptidek rendszereiben ligandumfelesleg
esetén egyetlen biszkomplex, a [PdA,H_ || 6sszetételli részecske képzodik, amelyben
a két peptidmolekula eltér6 modon koordinalodik, egyfogt illetve haromfogu
ligandumként ((NH,,N",COO")(NH,) koordinacio). Az XGly tipusu dipeptidek és a
diglicin esetén az azonos modon, kétfoguként kot6dé ligandumokat tartalmazo
[PdA,H,,]* komplex az uralkodd, amelyre a (NH,,N)(NH,,N") koordinacié a
jellemzo; a [PdA,H_ (] 6sszetételit komplex csak kis mennyiségben képzddik. Tri- és
tetraglicin esetén palladium(Il)ionok jelenlétében az amidcsoportok szukcessziv
deprotonalodasa kovetkezik be. A Pd(II)-triglicin rendszerben ligandumfelesleg
esetén jelentés mennyiségben képzédnek biszkomplexek. A [PdA,H_,]* komplexben
mindkét triglicinmolekula, a diglicinhez hasonlé médon, kétfoguként koordinalodik.
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Pb(II)komplexek

Az olom mérgezd hatasat mar az okori gorogok is ismerték. A rémaiak
korében a fozéshez és tarolashoz hasznalt 6lomedények és a vizvezeték okozott
mérgezést. Ma is elsdsorban az étellel és a vizzel keriilhet a szervezetbe, tovabba a
belélegzett levegd, illetve a por is tartalmazhat 6lomvegyiileteket. Gyerekek esetén
nagyobb valészintiséggel fordul elé dlomfelhalmozodas.”' Biologiai jelentésége csak
a Pb(Il)ionnak van.”” Rakkelté hatdsa nem jelentés, de nagyon mérgezé.”! Az
olommérgezés a felnétteknél magas vérnyomast, vérszegénységet és idegrendszeri
problémakat okoz. Gyermekeknél kisebb mértékii 6lomterhelés is maradandd
egészségkarosodashoz  vezethet; idegrendszeri problémak ¢és  viselkedési
rendellenességek mellett fejlddésbeli lemaradas is megfigyelhet6 koriikben.”

A szervezetben elraktarozott 6lom tobb mint 95%-a (gyermek esetén 70-
80%) a csontban, inert formaban taldlhatd,”” a szovetekben koncentracidja csupan
0,5 ppm. A vérben az Pb(Il) szinte kizarolag (94-99%) a vorosvértestekben
talalhato, ahol a leghatékonyabb kismolekulatomegii dlommegkotd a glutation.”' A
szabad formaban a szervezetben jelenlévé Pb(Il) az idegrendszer, a vese és a
csontveld szerkezetét és mikodését befolyasolja, karositja, tobb a hem szintézisben
szerepet jatszo enzimet inhibial.”"’

A [Xe] 4f'*5d"%s’6p> elektronszerkezetli atom 6s és 6p palydinak
hibridizacidja a relativisztikus felhasadas miatt nem kedvezd, ezért az o6lom +2
oxidaciés allapotu formaja stabilabb, mint a +4. Ezt a nagyobb rendszamu
elemeknél megfigyelhetd jelenséget inertpar hatasnak nevezziik.

A Pb(ID)komplexekben sokféle koordinacioés geometria megvalosulhat, nem
ritka a torzult szerkezet sem. Gyakran hidligandumok részvételével tobbmagva
komplexek képzédnek. A koordinacids szam 2 és 12 kozott valtozhat, amelyek
koziil a leggyakoribb a 2, 4 ¢s 6. Nagy koordindcios szam viszonylag ritkan fordul
el6, amelyek kozott kéntartalmu ligandumokkal képzodd komplexet egyetlen egyet
sem talalunk.” Szamos esetben a fémion koordinacids szférajaban be nem toltott
helyek talalhatok. Ennek oka, hogy a fémion nemkotd elektronjai hibridorbitalokon
helyezkednek el, azaz “sztereokémiailag aktiv nemkétd —elektronparok”.””
Szimmetrikus szerkezet csupan nagy méreti ligandumok komplexei, illetve nagy
koordinacids szamok esetén fordul eld, ha a térbeli taszitas képes ellenstlyozni a
hibridizacié energianyereségét. Ha egy ligandum nem rendelkezik megfeleld szamil,
koordinaciora képes donorcsoporttal, a fémionhoz més ligandumok, vagy oldészer
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molekulak is koordinalodnak.” Valosziniileg a sokféle koordinaciés geometria és
ezek konnyen bekovetkezo torzulasa eredményezheti, hogy az Pb(II) kdlcsonhatasba
1éphet az ¢16 szervezetekben talalhaté Ca(Il)- és Zn(IDkotéhelyekkel,”®”” illetve ez a
sajatsaga teszi ¢érdekessé a makrociklusos ligandumokkal alkotott komplexeinek
vizsgalatat.”

A hard-soft elmélet nem igazan alkalmazhatdo az Pb(Il)ionra, hiszen
komplexei altalaban nem tal nagy stabilitastiak, azonban mind a tiolcsoport (soft),
mind a hidroxidion (hard) preferalt koordinacidja jellemzi.” Komplexeinek
stabilitasat a kétszeresen pozitiv 3d atmenetifém-ionok megfeleld komplexeinek
stabilitisdhoz viszonyitva, (vagyis az Irving-Williams sorba illesztve az
olom(Il)iont) a koordinal6dd ligandum fiiggvényében az alabbi megallapitasokat
tehetjiik: Nitrogéndonor ligandumokkal a Fe(Il)-vel kozel azonos erdsségii kotés
alakul ki, a kolcsonhatds gyengébb, mint Cd(II)- ¢és Zn(Il)ionnal.
Aminosavkomplexeinek stabilitasa kozelebb all a Co(Il)komplexekéhez, a Cd(II)- és
Zn(IDkomplexeihez tartozo értékkel megegyezd. Az oxigén- és kéndonorokat olyan
er6sen koti, mint a Cu(Il)ion, vagyis a Cd(II)- és Zn(II)ionoknal sokkal erésebben.”

Az Olomkomplexek sajatsagai koziil érdemes még megemliteni, hogy
ligandumcsere sebessége kiemelkedd, talan az Osszes fémion kozil a
legnagyobb.”*"

Az Pb(Il)iont nagyfoku hidrolizishajlam jellemzi. A szokéasos kisérleti
koriilmények kozott oldhato, tobbmagva komplexek (pl. [Pbs(OH),]*", [Pby(OH),]*"
ill. [Pbs(OH)s]*" ) vannak jelen az oldatban.***?

Az olom mérgez6 sajatsaga indokolja  bioligandumokkal vald
kolcsonhatasanak tanulméanyozasat. A nukleinsavak szerkezetére és stabilitdsara
gyakorolt hatasar6l szolgaltat informaciét az Pb(Il)ion nukleotidokkal és a
nukleinsavak mas ¢épitdkoveivel alkotott komplexeinek vizsgalata; e teriilet
eredményeit egy a kozelmultban megjelent Gsszefoglalo tartalmazza.® Egyes
metalloproteinekben az Pb(Il)ion kiszorithatja a Ca(Il)- illetve Zn(Il)iont. A Ca(Il)-t
Pb(I)ionra cserélve a calmodulin szdmos hatdsa megmarad,™ ugyanakkor egyes
proteineket inaktival, példaul ha transzkripcios faktorok ciszteinben gazdag (Cyss)
szerkezeti Zn(IDkotohelyeihez kotddik.¥ Ez utobbi magyarazhatja az o6lom
mérgezés okozta fejlédési rendellenességeket.”

Bar a toxicitas tekintetében az 6lom proteinekkel valé kolcsdnhatasanak
fontos szerepe lehet, az aminosavakkal és peptidekkel alkotott komplexeit kevesen
vizsgaltak. A tiolcsoporthoz valdé nagy affinitdsa miatt foként kéntartalmua
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aminosavakra taldlunk adatokat az irodalomban.®® A Pb(Il)- di- illetve triglicin
rendszerben végzett polarografias, potenciometrias és NMR spektroszkopias
vizsgalatok alapjan a peptidmolekula karboxilatcsoportjan keresztiil koordinalodik
pH<4 oldatban, mig pH>4 kialakul az (NH,,CO) koordinacid és a karboxilatoxigén
egy masik Pb(Il)ionhoz koordinalodhat.”*** Kisstabilitisu komplexek képz6dnek, a
peptidnitrogén  deprotondlodasa nem kovetkezik be. Pb(Il)ion indukalt
amiddeprotonalodasra azonban mas ligandumok esetén talalunk példat. Az N-tozil-
és N-szulfonil-aminosavak (N-tozil-glicin, N-tozil-B-alanin és N-benzoil-glicin)
savas kozegben egyszerli karboxilat-ligandumként koordinalédnak az Pb(Il)ionhoz,
majd semleges kozegben bekovetkezik az amidnitrogén deprotonalddasa, (N,O)
kelat alakul ki. A ligandumok kétfogu, (COO",N") koordinacidjat az oldat NMR
spektroszkopias, illetve a szilard formaban eldallitott komplex rontgendiffrakcios
vizsgalataval igazoltak. Kiilondsen érdekes, hogy az Pb(Il)ion az egyetlen +2
oxidacios allapoti fémion, amely képes indukalni a peptidnitrogén deprotonalodasat
a benzoil-glicinben.”

2.1.3. Az oldallanc hatasa a peptidek koordinacios kémiajara

A természetben el6forduld hiszféle aminosav oldallancai koziil egyesek
nem koordinalédnak a fémionhoz, masok tartalmaznak koordinaciora képes
donoratomot. Utdbbiak kozo6tt vannak olyan erdsen koordinalodd donorcsoportok
(imidazol-, tiol- illetve foszfonsavcsoport), melyek képesek betolteni a
horgonydonor szerepét is.

Nem koordinalodo oldallanc hatasa

Koordinalodd6 donoratomot nem tartalmazé oldallanc esetén 1ujabb
koordinacios modok kialakuldsdra nincs lehetdség, de a képzddd komplexek
stabilitasara gyakorolt hatas kimutathato.

Alifas oldallancot tartalmazé dipeptidek Cu(Il)- és Ni(Il)komplexeinek
vizsgalata soran az alabbi tendencidk figyelheték meg:®* Az aminocsoport
aminosav alkil- vagy arilcsoportjanak hatdsara, mig az aminosavakra jellemzd
tendenciat koveti X-Gly dipeptidek esetén (X=Leu, Ile). Az [MA]" komplexbeli
(N,O) kelat stabilitasardl informéciot nyujt a pKamino - logBma értéke. Kis mértékii
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stabilitasnovekedés figyelheté meg Gly-X peptidek esetén, mig az oldallanc jelentds
stabilitdscsokkenést okoz X-Gly peptidek esetében. Az X-X ¢és a GlyGly
komplexének stabilitasa viszont kdzel azonos. Az alkil-oldallanc jelenléte a Gly-X
peptidben eldsegiti, mig az X-Gly peptidben gatolja az amidcsoport
deprotonalodésat. A biszkomplexek képzodésében is eltérés tapasztalhatdo az N-
illetve a C-terminalis oldallancot tartalmazé dipeptidek kozott. Nevezetesen a
[Cu(AH.)),]* tipust komplex képzédése csak X-Gly dipeptidekkel tapasztalhato az
oldallanc sztérikus gatlasanak kovetkeztében.*”> A nem koordinalodé oldallanc
hatasa a komplexképzodésre Pd(Il)ion esetén is jelentds, amelyet az el6zo
alfejezetben (2.1.2.) mar részletesen ismertettem.

Az oldallanchatast leucintartalmu tripeptidek Cu(Il)- és Ni(Il)komplexei
esetén is vizsgaltak.”® Megallapitottak, hogy a kelatgytiriin belilli a-szénatom
szubsztituense csokkenti az adott kelatgyiir(i stabilitasat, (a LeuGlyGly [MA]"
komplexének stabilitdsa kisebb), mig elGsegiti a gyiirthdz tartozd peptidcsoport
deprotonalodasat (a LeuGlyGly els6, mig a GlyLeuGly masodik amidcsoportjara
vonatkozé pK csokken).

Gyengén koordinalédé oldallinc hatasa

Az oldallancban talalhaté koordinaciéra képes donoratomok hatasara
megnohet a képzddd komplex stabilitasa, illetve 1j koordinaciés modok megjelenése
tapasztalhato. Gyengén koordinalodé donorcsoportoknak tekinthetdé a szerin
alkoholos- ¢és a treonin fenolos hidroxilcsoportja, a lizin e-aminocsoportja, illetve az
aszparaginsav és a glutaminsav karboxilatcsoportja. Hatasuk altalaban N-terminalis
helyzetben jelent6sebb, szamos esetben dimer, vagy polimer részecskék képzodését
okozhatjak. Az elobb felsoroltak kozil a legjelentésebb hatasa a
karboxilatcsoportnak van. Karboxilatcsoport talalhaté a két természetben eléforduld
aminosav, az aszparaginsav ¢és a glutaminsav oldallancaban. Az amino- és az
oldallancbeli karboxilatcsoport részvételével 6 illetve 7-tagu kelatgytirti alakul ki az
aminosavak atmenetifém-komplexeiben, amely jelentds stabilitisndvekedést
eredményez. Az aszpartil rész B-karboxilatcsoportja a peptidkomplexek esetén is
jelentds stabilitdsndvekedést eredményez. N-termindlis helyzetben a B-alaninszer
koordinacid (6-taghi (NH,,COO) kelat) az [MA]" és [MA,] komplex nagyobb
stabilitdsat eredményezi, mig C-terminalis és kozbensé helyzetben eldsegiti az
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2.1. Az aminosavak ¢s peptidek komplexkémiai sajatsagai

aminosavszekvenciaban megel6z0 peptidcsoport koordinalodasat és gatolja a
kovetkez6 peptidnitrogén deprotonalodasat.””*

A 3d atmenetifém-ionokkal valé kolcsonhatasa alapjan a tioétercsoport is a
gyengén koordinaldoddé donorcsoportok koézé sorolhatd. A tioéterkén soft
karakterébdl adodoan kifejezetten soft fémionok szdmara, mint az Ag(l), Pd(Il) és
Pt(Il) esetén ugyanakkor elsédleges kotohelynek tekinthetd. Mivel munkank f6
célkitiizése a fémion-tioéterkén kdlcsonhatas vizsgalata volt, igy a tioétercsoportot
tartalmazo aminosavak ¢s peptidek komplexeire vonatkozé irodalmi el6zményeket

egy onallo alfejezetként (2.2.) foglaljuk 6ssze.

Erosen koordinalodo oldallanc hatasa

Az oligopeptidek koordinacios kémiai sajatsagait a legjelentGsebb
mértékben a hisztidin imidazol-oldallanca és a cisztein tiolcsoportja modositja.
Mindkét oldallanc betdltheti a horgonydonor szerepét. Ugyancsak kozds e két
aminosav hatasaban, hogy N-terminalis helyzetben meggatoljak az amidcsoport
deprotonalodasat €s koordinalodasat, stabilis biszkomplexek képzddése kovetkezik
be, hisztaminszeri (NH,,N;,) illetve ciszteinszeri (NH,,S") koordinacioval. C-
terminalis illetve kdzbensd helyzetben pedig eldsegitik az aminosavszekvencidban
megel6zé peptidcsoport koordinalodasat €s megakadalyozzak a kovetkezo
peptidnitrogén deprotonalodasat. Az egyszerl tripeptidektdl eltérden (NHp,N,N'Nj,)
illetve (NH,,N'N,S) koordinacio6 jellemz6 a GlyGlyHis és a GlyGlyCys [MAH_,]*
komplexére Pd(IT) és Ni(Il) esetén, ami kiemelked6en nagy stabilitast eredményez.
Az amidcsoport deprotonalodasat indukalni képes fémionok szamara a legerdsebb
kotohelyet az amino terminus ¢€s az imidazol-oldallinc egylittes jelenléte
eredményezi a szekvenciaban 3. helyen hisztidint tartalmazo peptidek esetén.

A tiolcsoport szerepével kapcsolatban fontos tovabba megjegyezni, hogy
komplexeinek tanulmanyozasat neheziti, hogy szdmos fémiont konnyen redukalni
képes, ezek kozé tartozik a Cu(Il)ion is. Az irodalomban a legtobb adat Ni(Il)-,
Pd(I)- és Zn(I)ionra vonatkozik.'”” Tovabbi nehézséget okoz, hogy szamos
esetben tobbmagviu komplex képzdédik, amelyben a tiolatkénatom tolti be a hid
szerepét. A merkapto-propionil-glicin (3.2.4bra) az amidnitrogénnel kelatképzo
helyzetben tartalmazza a tiolatkénatomot, ami Pd(Il)- ¢és Ni(Il)ion esetén
horgonydonorként viselkedik, indukalja az amid-deprotonaldédast. A képzodo
(S,N,0) kelat nem teliti a fémionok koordinacios szférajat, kénhidas tobbmagvu
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komplex alakul ki.'” Ez a ligandum azért is érdekes, mert Cu(Il)ionnal nem torténik
redoxireakcio, a képz6dd zold szinti komplex lathatdo és ESR spektruma a kék
rézproteinekére emlékeztet.'"’

Munkéank egyik célja a CuZnSOD enzim aktiv centrumat modellezd
terminalisan védett HisValHis és HisValGlyAsp peptidek koordinacios kémiajanak
felderitése volt, ezért a tobb imidazol-oldallincot tartalmazé valamint az N-
terminalisan védett, hisztidintartalmi peptidek komplexeire vonatkozo irodalmi

eldzményeket egy kiilonallo alfejezetben (2.3.) részletesen ismertetjiik.

2.2. A tioétercsoport koordinacios kémiaja

A természetben szamos tioétercsoportot tartalmazo vegyiilet fordul eld.
Talalunk példat a fehérjéket felépitdé aminosavak kozott, de vitamin, metabolit
illetve szamos biologiai hatissal rendelkezé vegylilet, példaul antibiotikum
(penicillin) is tartalmazza ezt a funkcids csoportot. Példaként emlithetjiik a H-
vitamint, vagyis a D-biotint (2.5.4bra), amely nyomnyi mennyiségben sziikséges a
szervezet szamara. Ezen ureido-szubsztitualt aliciklikus szulfid egy koenzim, amely
az enzimek lizil-oldallancanak aminocsoportjahoz kovalensen kotdédve (amidkotés

alakul ki) a biologiai karboxilezésben illetve transzkarboxilezésben jatszik szerepet.
o}

A

HN 'NH

//O
~. /C
S (CHa)4 NoH
2.5.abra A H-vitamin (D-biotin) szerkezeti képlete

Az oldallancban tioétercsoportot tartalmaz a természetben eldforduld
aminosavak koziill az L-metionin és az S-metil-L-cisztein. Az elobbi fehérjék
alkotorésze, az eml6sdk azonban nem képesek szintetizalni e 1étfontossagu
aminosavat, a taplalékkal keriil a szervezetikbe. Az S-metil-L-cisztein egyes
noévényekben talalhaté meg, kis peptidek épitékove.'”

A szdmos biokémiai folyamat katalizisében fontos szerepet jatszo
metalloenzimekben a fémiont a peptid oldallancbeli funkcids csoportok kotik. A
metionin tioétercsoportjanak ilyen jellegii szerepét szamos kék rézprotein, példaul a
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2.2. A tioétercsoport koordinacios kémiaja

plasztocianin esetén bizonyitottik.'” Ezen réztartalmu enzimek aktiv centrumaban
két imidazolnitrogén és egy tiolatkén mellett a tioéterkén koordinacidja figyelhet

104 Slletve a

meg. Fémion-tioéterkén kolcsonhatast mutattak ki a citokrom c-ben
kobalocitokrom c-ben,'” melyekben a metionin tioétercsoportja axialisan

koordinalodik a vashoz, illetve a kobalthoz.

2.2.1. Sav-bazis és komplexképzodési reakciok

A tioéterkénatomot sp® hibridizaci6 jellemzi, a két nemkotd elektronpart is
figyelembevéve (néhany gyiiriis szerkezetli vegyiilet kivételével) tetraéderes
geometria valosul meg. Ha csak az egyik nemkdotd elektronpar alakit ki koordinativ
kotést a fémionnal, a masiknak megné a térigénye. Elvben azonban ez a masodik
nemkoto elektronpar is részt vehet a kdtésben n-donorként, ha a fémion megfeleld
szimmetriaju, betdltetlen d-palyaval rendelkezik. Masrészt a kénatomnak {iires d
palyaja van, igy elvben, ha a szimmetria megfeleld, fém—kén viszontkoordinacio
(m-back donation) is bekdvetkezhet, amely a kovalens sugarak 6sszegénél kisebb
fém-kén kotéstavolsdgot eredményez. Egyes esetekben a tioéterkén mindkét
nemkotd elektronparja kialakithat koordinativ kotést egy-egy fémionnal, ilymodon
tobbmagvii komplex alakulhat ki, melyet tioéterhid kot Ossze.'® Az egyszerii
tioéterligandumok komplexeire vonatkozoan alig all rendelkezésre stabilitasi adat.
Ennek tobb oka is van:'”’ Egyrészt a tioéterkénatom monodentét koordinacidja miatt
a képz6dd komplexek stabilitasa kicsi. Masrészt a stabilitasi alland6 pH-
potenciometrias meghatarozasa nem lehetséges, mivel a tioétercsoport sav-bazis
tulajdonsagait tekintve a rendkiviil gyenge bazisok ko6zé sorolhato, pK~-6,8

108
1

allandoval ™ jellemezhetd. Az irodalomban talalhatdé néhany stabilitasi allandot

spektrofotometrias modszerrel hataroztdk meg.'”

Tobbnyire azonban olyan
ligandumokat vizsgaltak, amelyek a tioétercsoport mellett tartalmaztak legalabb egy,
a vizsgalhat6 pH-tartomanyban protonmegkdtésre alkalmas donorcsoportot, példaul

amino- vagy karboxilatcsoportot.

2.2.2. A kozbenso jellegii atmenetifém-ionok komplexei

Az S-metil-cisztein (SMC) és a metionin aminosavakban az elébb emlitett
donorcsoportok kelatképzé helyzetben vannak, jelenlétilkkben a tioétercsoport
gyenge koordinacioja valdsulhat csak meg. Az S-metil-cisztein atmenetifém
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Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

komplexeinek rontgenszerkezeti vizsgalata soran kimutattak, hogy a 6 kotéhelyek
az amino- és a karboxilatcsoportok, a Cd(IT), Zn(I)''® és Cu(II)!"! biszkomplexeiben
a tioéterkénatom koordinacidjat kizartak. A stabilitasi allandokat Osszevetve az
alifds oldallancot tartalmazé aminosavak megfeleld adataival a tioéteroldallanc
kismértékii stabilitasnoveld hatasa figyelhetd meg. Ez a hatds az SMC komplexei
esetében szamottevobb, mig a Met komplexei esetén majdnem elhanyagolhato. A
kiilonbség az amino- és a tioétercsoport koordinacidjaval kialakulo kelatgytri eltérd
méretébdl adodik: S-metil-ciszteinnel Ottagt, mig metioninnal hattagu kelatgytira
képz6dhet.'"?
alacsony pH és hémérséklet illetve nem vizes kdzeg) a metionin tioéterkénatomja is
koordinalodik a Cu(Il)ionhoz.'"

C-terminalis metionint tartalmazé dipeptid Cu(Il)- és Ni(Il)komplexeit

Kimutattak azonban, hogy specialis kisérleti koriilmények kozott (igen

vizsgalva nem tapasztaltak valtozast a diglicin megfeleld komplexéhez képest. N-
terminalis metionint tartalmazo dipeptidek (MetGly és MetHis) esetén azonban a
koordinacioban kismértéki moddosulast figyeltek meg. Az [MAH,] tipusa
komplexben az amino-, a deprotonalddott peptidnitrogén és a karboxilatoxigén
koordinacidja mellett gyenge axialis kén-fémion kolcsonhatas alakulhat ki, ami
gatolja a masodik ligandum bekotddését az [MAH ;] komplex szabad koordinacios
helyére, vagyis az [MA,H.|| 0sszetételi biszkomplex képzddését. A Cu(Il)-S
kolcsonhatas 1étrejottét tamasztja ala pl. a Cu(ll)-MetGly rendszer esetén az UV-
lathato spektrumban 328 nm hullamhossznal megjelend toltésatviteli sav.'™''>!!
Hasonldéan a MetSer és a MetAlaSer Cu(Il)komplexeit vizsgalva is kimutattak
gyenge fém-kén kolcsonhatasra utald savot, a MetSer esetén A=334 nm, a
MetAlaSer-nél A=325 nm hullamhossznal. Kén—réz(II) kdlcsonhatas kialakulasat
valosziniisitették szamos metionintartalmi  peptid vizsgalata soran a CD
spektrumban 360 nm kornyékén megjelend CT sav alapjan is, amely csak a [CuA]"
komplexre volt jellemz6.'">!''® Metionintartalmi dipeptidek Cu(Il)komplexeinek
vizsgalata soran jelentds sztereoszelektivitast tapasztaltak, ezt azonban a nem
koordinal6dé oldallanc okozta hidrofob kolesonhatassal magyaraztak.''’

Tehat a metionil- vagy S-metil-ciszteinil-oldallancot tartalmazo peptidek 3d
atmenetifém-ionokkal képezett komplexeiben a tioéterkénatom koordinacidjara
vonatkozoéan az irodalomban ellentmondd adatok talalhatok. Az azonban
egyértelmilen megallapithatd, hogy a f& kotohelyek a peptidekre jellemzo
donoratomok, vagyis az amino- €s az amidnitrogén, valamint a karboxilat- és a
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2.2. A tioétercsoport koordinacios kémiaja

karboniloxigén. A tioéterkénnel kialakul6 gyenge kolcsonhatas nagymértékben fiigg
a donorcsoport térbeli helyzetétol.

Célul tiztiik ki ezert a tioétercsoportot kiilonbozo helyzetben tartalmazo
peptidek  szisztematikus  vizsgalatat.  Potenciometrias és  spektroszkopias
(spektrofotometria, ESR, CD) modszerrel tanulmanyoztuk kiilonbozo szamban és
helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek Cu(ll)- és Ni(ll)ionnal képezett
komplexeit. A 3d atmenetifém-ionok koziil a Zn(ll)- és a Co(ll)ionok, valamint a
Cd(1Dion kolcsonhatasat metionintartalmu dipeptidekkel is vizsgaltuk.

2.2.3. A soft karakteri Pd(Il)ionok komplexei

Tioétercsoportot tartalmazéd peptidek Pd(Il)- és Pt(I)komplexei kiilondsen
érdekesek, hiszen e fémionok soft karakterének megfeleloen a kénatom erdsen
koordinalodik és emellett a Pd(II)ion hatésa a legnagyobb az amiddeprotonalodast
indukalni képes fémionok koziil.

Az S-metil-cisztein és a metionin aminosav komplexeinek NMR ¢és IR
spektroszkopids vizsgalata soran kimutattak, hogy a 3d atmenetifém-ionokkal
ellentétben a tioéterkén a f6 kotShely, amely mellett az aminonitrogén
koordinalodik. A karboxilatcsoport koordinacioja kizarhaté a >C NMR vizsgalatok
eredményei alapjan''® illetve ezt tdmasztja ala az, hogy az aminosavak és az
aminosavészterek analog komplexeket képeznek.'”” Az (NH,,S) koordinacié stabilis
oOt- illetve hattagu kelatgytrii kialakulasahoz vezet S-metil-cisztein illetve metionin
esetén.

Metionil- és S-metil-ciszteinil-oldalldncot tartalmazoé dipeptidek Pd(II)- és
Pt(IDkomplexeinek vizsgalata soran megallapitottdk, hogy az elsddleges kotohely
szerepét a tioéterkénatom tolti be."**'* A tioétercsoportot N-terminalis helyzetben
tartalmazo dipeptidek esetén sztérikus okokbol a ligandum harom donoratomja (az
amino- és az amidnitrogén ill. a tioéterkén) nem koordindlodhat ugyanahhoz a
fémionhoz. Ezért igen savas kozegben (S,N) kelat képzodését feltételezték, ami a
megfeleld aminosavra jellemzd kotésmod. Majd a fiziologias pH-tartomanyban
palladium(Il)indukalt amid-deprotonaldodasrdl szamoltak be. Ez a folyamat a
tioétercsoportot C-terminalis helyzetben tartalmaz6 dipeptidek Pd(II)komplexei
esetén savas kozegben lejatszodik, (NH,,N°,S) koordinacioju részecske ([PAAH.(])
képzodik, és a karboxilatcsoport nem vesz részt a koordinacioban. A GlyMet
Pd(Il)komplexében az aminocsoport, a deprotonalodott amidnitrogén €s a tioéterkén
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koordinaciéjat rontgendiffrakcios moédszerrel igazoltak.”* A rendszer NMR
spektroszkopias vizsgalata azt mutatta, hogy a képzddé komplexek koordinacios
modja figg a fém-ligandum aranytol és az oldat pH-jatél. Nagyobb pH-n,
ligandumfelesleg esetén az oldatban a szabad peptid, a [PdAH.|]" Osszetételii
komplex ¢és egy 4N-es biszkomplex van egymassal egyensulyban, amelyben a
ligandum az amino- és a deprotonalodott amidnitrogénen keresztiil kotddik a
fémionhoz.'”
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A tioétercsoport koordinacioja kovetkeztében a kénatom kiralitascentrumma
valik, vagyis a képz6dé komplex két diasztereomere létezik. A Pd(II)-S-metil-
cisztein rendszer NMR spektrumaiban figyelték meg elészor a diasztereomer
komplexekhez tartozé jeleket.'” Késébb valamennyi S-alkil- és aril-
ciszteinszarmazék és ezen oldallancot tartalmazo peptid Pd(II)komplexe esetén
kimutattak a két diaszterecomer jelenlétét. Az 2.6.abra a képz6do izomereket mutatja.
kelatgytiriben a térbeli gatlas jelent6sebb, mint R abszolut konfiguracid esetén.
Kimutattak, hogy a két diasztereomer kozotti egyensulyt a kén centrum inverzidja
kontrollalja. Az S-metil-cisztein szdrmazékai esetén a pH illetve a homérséklet
novelésének hatasara a SCHj; protonok szingulettjei egybeolvadnak. A metionin
esetén azonban az NMR spektrumban csak egyetlen jel lathaté, amely a
metilcsoporthoz rendelhetd.

Megallapithatjuk tehat, hogy a tioétercsoportot tartalmaz6é aminosavak és
dipeptidek kolcsonhatasat Pd(Il)ionnal széleskortien vizsgaltak. A képz6do
komplexek szerkezetére vonatkozéan sok informacié 4all rendelkezésre,
oldategyensulyi vizsgalatok azonban nem, illetve alig talalhatok az irodalomban. A
képz6d6 komplexek igen nagy stabilitasa kovetkeztében stabilitasi allando
meghatarozasara a pH-potenciometria nem hasznalhat6 kdzvetleniil. A kézelmultban
kéntartalmu aminosavak palladium(Il)komplexeire vonatkozo allandokat kozoltek,
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2.2. A tioétercsoport koordinacios kémiaja

amelyeket spektrofotometrias, illetve kozvetett potenciometrids modszerrel
hataroztak meg, versengd ligandumként egyéb, erdsen koordinaldodo ligandumot
alkalmazva.'*

Munkank soran egyik célunk a tioétercsoportot tartalmazo peptidek
Pd(1)komplexeinek oldategyensulyi és szerkezeti vizsgalata volt. Ezen fémion esetén
a vizsgalt ligandumok kérét a kordbban még nem tanulmanyozott metionintartalmu
tripeptidek mellett a dipeptidekre is kiterjesztettiik, mivel az egyensulyi adatok az

utobbiak esetén is hianyoztak.

2.2.4. Pb(II)komplexek

Az Pb(Il)komplexek sajatsagainak ismertetése soran mar utaltam a
tiolcsoport preferalt koordinacidjara, melyet példaul aminosav komplexek esetén
tobben leirtak. Az Pb(II)-tioéterkén kodlcsonhatasra azonban nem taldlunk adatot az
irodalomban. Emellett egyéb oldallancbeli donoratomot tartalmazd aminosavak
vizsgélata is igen hianyos, a beldlikk felépiil6 peptidek komplexeit pedig
gyakorlatilag nem vizsgaltak.

Emiatt céljaink kozott szerepelt az Pb(ll)-aminosav- és peptidkomplexek
széleskorit vizsgdlata is. A tioéterkén szerepe mellett tanulmadnyoztuk mas
oldallancbeli donoratomok, nevezetesen a hidroxil- és karboxiloxigén, a tiolken és
az imidazolnitrogén, komplexképzddésre gyakorolt hatasat is. A fémion nagyfoku
hidrolizishajlama miatt a munkat a hidrolizis vizsgalatdaval kezdtiik.

2.3. A hisztidin aminosav szerepe peptidekben

A metalloproteinekben a fémion megkdtésében szerepet jatszo oldallancbeli
donorcsoportok koziil az egyik legfontosabb a hisztidin imidazolcsoportja.
Hisztidintartalmt peptidek komplexeit ezért nagyon sokan vizsgaltak, az e teriiletre
vonatkozd eredményeket egy, a kozelmultban megjelent 0Osszefoglald is
tartalmazza.'"”” Ezen ersen koordinalodé donorcsoport jelenlétének hatasat az
egyszer( peptidekben Az oldallanc hatdisa a peptidek koordindcios kémidjara cimi
alfejezetben (2.1.3.) roviden mar ismertettem. A tovabbiakban a hisztidintartalmu
peptidek komplexei koziil csupan a tébb imidazol-oldalldncot tartalmazo, valamint a
védett aminocsoporttal rendelkezd peptidek Cu(Il)- és Zn(I)komplexeire térnék ki,

mivel munkankhoz ez kapcsolddik szorosabban.
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2.3.1. Tobb hisztidil-oldallancot tartalmazé peptidek

A legegyszeriibb, tobb imidazol-oldallancot tartalmazé peptid a HisHis
Cu(I)komplexeit sokan vizsgaltak.’®'**"3° A pH~4-n képz6d6 [CuHA]*" 6sszetételii
komplexben, a HisGly-hez hasonloan, a ligandum (NH,,Ny,,) koordinaciéju. Majd a
[CuA]" komplex képzddésekor (pH~5-6-n) atrendezddés kovetkezik be, a GlyHis
[CuAH,] komplexéhez hasonléan, a ligandum harom nitrogén donoratomja
koordinalodik és az N-terminalis hisztidin imidazolnitrogénje Gjra protonalt lesz.
Utobbi donoratom enyhén lugos oldatban bekdvetkezd deprotonalédasa utan a
Cu(ID)ion negyedik, szabad koordinacids helyére kotodik, [Cu,A,H.,] Osszetétell
dimer részecske képzdédik. A Zn(Il)-HisHis rendszerben a peptidnitrogén
deprotonalodasa nem tapasztalhat6,'*’ Zn(Il)ion esetén a hisztaminszer(i koordinacid
kedvezobb.

Két tetrapeptid, a HisHisGlyGly és a HisGlyHisGly Cu(Il)komplexeit ESR
és CD spektroszkopias modszerrel tanulmanyoztak.'' E16bbi esetén a HisHis-hez
hasonl6 viselkedést tapasztaltak, mig az utobbival a GlyGlyHis-nel megegyezo
koordinacios mod alakul ki. A GlyHisGlyHis ellenben meglehetésen bonyolult
modon reagal a Cu(Il)ionnal.'> A pH~4-5-n jelenlévé [CuA]™ Osszetételii
komplexben GlyHis-szerti koordinaci6 valosul meg, amelyet tetragonalis geometria
jellemez. A C-terminalis hisztidin imidazolcsoportjanak axialis koordinacidja pH~6-
n négyzetes piramisos geometriaji [CuAH.] komplexet eredményez. Ezt a
folyamatot pH~7-n egy tovabbi atrendez6dés koveti, amelynek soran torzult
trigonalis bipiramisos szerkezeti [CuAH.,]" komplex képzdédik, amelynek
ekvatorialis sikjaban az aminonitrogén és a két deprotonalddott peptidnitrogén
talalhato, a két imidazolnitrogén donoratom pedig az axialis kotohelyeket foglalja el.

A GlyHisGlyHisGlyHisGlyHis pH~5-n a négy imidazolnitrogénen keresztiil
koordinalédik a Cu(Il)ionhoz, mig nagyobb pH-n a peptidnitrogén deprotonalddasat
és koordinalodasat mutattdk ki.*® Polihisztidin esetén is hasonlo viselkedést
tapasztaltak: semleges pH-n a Cu(ll)ion megkétésében a ligandum imidazol- és
amidnitrogén donoratomjai is részt vesznek.'**

A Cu(ll)komplexek  altalanos  tulajdonséagai:  sokféle geometria
megvalosulhat, koztiik torzult szabalytalan szerkezetek is, és az axialis és
ekvatorialis ligandumok, donoratomok konnyen helyet cserélhetnek.
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2.3.2. N-terminalisan védett hisztidintartalmu peptidek komplexei

A védett N-terminalis aminocsoportot tartalmazod peptidek esetén az
oldallancbeli imidazolcsoport horgonydonorként viselkedhet, a fémionhoz
koordinalodva el6idézheti a peptidnitrogén deprotonalodasat.

A GlyHis, GlyGlyHis ¢és GlyGlyGlyHis N-acetil-szarmazékainak
Cu(Il)ionnal képezett komplexeit potenciometrids és spektroszkdpids modszerrel
tanulméanyoztak."*>"*® Azt tapasztaltik, hogy a komplexképzédés a C-terminalis
imidazolcsoport koordinaciojaval indul, amit a peptidnitrogén(ek 1épcsozetes)
deprotonalodasa kovet.

A kozelmultban, csoportunkban vizsgaltak olyan hisztidintartalmi peptidek
(HisGly, GlyHis, GlyGlyHis) Cu(ll)komplexeit, melyek aminocsoportjat Z-
védéesoporttal, azaz benziloxikarbonilcsoporttal lattdk el."” Ezen N-védett peptidek
enyhén savas oldatban az imidazolnitrogénen keresztiil, egyszeri monodentat
ligandumként kotédnek ([CuA]™ és [CuA,] dsszetételii komplexek), majd lugos
oldatban az amidnitrogének deprotonalodasa és koordinalodasa két- illetve
haromfogli koordinaciét eredményez. Valamennyi vizsgalt ligandum [CuAH.,]
Osszetételll komplexében (Np,,N') koordinacidval hattaghi kelatgyiiri alakul ki, de
amig a Z-GlyHis-OH ¢és a Z-GlyGlyHis-OH peptidnitrogénje deprotonaldodik, addig
a Z-His-OH ¢és a Z-HisGly-OH esetén a Z-védocsoporttal ellatott N-terminalis
aminocsoport. [CuAH,,]" Osszetételi komplex mindkét dipeptiddel képzodik, de
szerkezetiik jelent6sen eltér. A Z-HisGly-OH komplexében a fémion koriil erésen
torzult szerkezet jon létre: a két deprotonalddott amidnitrogén ekvatorialisan
koordinalodik, az imidazolcsoport pedig hidligandumként kotédik. Ellenben a Z-
GlyHis-OH-nel monomerkomplex képzédik, a ligandum harom nitrogén
donoratomja (az imidazol- és két deprotonalddott amidnitrogén) ugyanahhoz a
fémionhoz koordinalddik ekvatorialisan. A Cu(Il) - Z-GlyGlyHis-OH rendszerben a
masodik és harmadik amidnitrogén kooperativ deprotonalodasaval [CuAH.;]>
Osszetételtl komplex képzodik, amelyben négy nitrogén donoratom koordinalodik a
réz(Il)ionhoz.

Egy, a vizsgalataink soran megjelent kozlemény'® az acetil-hisztidil-glicil-
hisztidil-glicin (N-AcHisGlyHisGly-OH) Cu(II)komplexeit ismerteti. A [CuA]"
komplexben mindkét imidazolnitrogén ekvatorialisan koordinalédik a fémionhoz,
majd pH~7-n bekovetkezik a peptidnitrogének deprotondlodasa és koordinalodasa,
melynek kovetkeztében az egyik imidazolnitrogén kiszorul az ekvatorialis sikbol,
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axialisan ko6tddik a [CuAH,;]” komplexben. Igen lugos oldatban (pH~11) a harmadik
amidnitrogén deprotonalddasa is bekovetkezik, [CuAH_3]2' Osszetételi komplex
képz6dik, melyben négy nitrogén donoratom (egy imidazol- ¢és harom
peptidnitrogén) koordinalddik ekvatorialisan.

2.4. A szuperoxid-diszmutaz enzimek és lehetséges modelljeik

2.4.1. A szuperoxid anion jelentdosége

Az oxigén redukcidja soran (1-5 reakcid) a hidrogén-peroxid (H,O,) mellett
1épcsbzetes elektron felvétellel két szabad gyok (HO,-, ‘OH) is képzddik. Fiziologias
pH-n a hidroperoxil gyok (HO,") (melynek savi disszocidcios allanddja pK,=4,8)
disszocial, szuperoxid gyokanion (O,) keletkezik (2 reakcio).

O, +¢ +H = HOy (1)
HO» > H' + 0y (2)
0, +2H +e = H,0, 3)
H,O, +e—> OH + -OH (4)
‘OH+¢ +H = H,0 (5)

A szuperoxid anion kémiai tulajdonsagai jelentdsen fiiggnek az olddszertdl.
Vizes oldatban gyenge oxidaloszerként viselkedik, az aszkorbinsavat €s a tiolokat
oxidalni képes. Redukald sajatsaga jelent6sebb, szamos vaskomplexet képes
redukalni, példaul a citokrom c-t és a vas(II)-EDTA komplexet. Vizes oldatban
kénnyen diszproporcionalddik, melynek soran hidrogén-peroxid és oxigén képzddik.
A szuperoxid anionnal (O,") a protonalt formaja, a hidroperoxil gyok (HO;') sokkal
erélyesebb oxidalo- és redukaldszer, de utdbbi fiziologias koriilmények kozott igen
kis mennyiségben fordul el6."*’

A szuperoxid aniont, amely az aerob 1égzési folyamat koztiterméke, szamos
enzim is eldallitja (pl. xantin oxidaz). Habar az immunrendszerben egyes

makrofagok felhasznaljak a fertézéssel szembeni védekezés soran,'*’

alapjaban véve
a szervezet szamara kéros hatast. Mivel rovid élettartamu (6ndiszproporcio), a
beldle képzodd vegyiiletek, gyokok, mint a hidrogén-peroxid és a hidroxil-gyok
(OH") oxidativ, sejtkarosito hatasa jelentdsebb.'*! Ezen szabadgyokok

taltermelddése olyan betegségek kialakulasahoz vezethet, mint a szivinfarktus, az
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iziilleti gyulladds, a rak illetve egyes idegrendszeri rendellenességek, mint a
Parkinson kor. Mindez molekularis szinten azzal magyarazhato, hogy a perhidroxil-
gyok (HO,), vagyis a protondlt szuperoxid anion, a lipidmembran
autooxidacidjanak szelektiv inhibitora,'** masrészt mutagén hatasa, a DNS

helyspecifikus hasadasahoz vezet.'*

2.4.2. A szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimek tipusai

A szuperoxid-diszmutdz enzimek két csoportba sorolhatok. Az egyik
csoportba tartoznak a mangant (MnSOD) illetve vasat (FeSOD) tartalmazok. Az
elébbi valamennyi aerob sejtben megtalalhato, az emldsok esetén a
mitokondriumokban, mig az utobbit egyes baktériumokbol és novényekbdl izolaltak.
A protein aminosavszekvencidjaban €s az aktiv centrumban nagyfoki hasonldsag
figyelhetd meg: a fémionhoz hdrom hisztidin imidazol-oldalldinca és egy
aszparaginsav karboxilatcsoportja mellett egy vizmolekula vagy egy hidroxidion
koordinalodik, trigonalis bipiramisos elrendezédés jon létre.'* (2.7.4bra)

(His) NH His4eva|47HiS48 Y
i N
\ } (His) \ ﬂ
s LS R
)k \/NH N\ ,2+ = ’2+ 78\/?'79
N=< Cu®*—N N—Z Gl
o— M~ B = "r'l_/\oooAsr)m yeo

(Glu) i . .
| \Né\(HIS) 7 Hisg, N\ﬁHiseg
N

His11g
2.7. abra A MnSOD és a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezete

Kiilon csoportot képeznek a rezet és cinket egyiittesen tartalmazo enzimek
(Cu,Zn-SOD), melyek az eukariotak sejtplazmajaban talalhatok. Szerkezetiik
jelentésen eltér az el6z6 csoportra jellemzotél. A Cu,Zn-SOD oxidalt formajanak
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata azt mutatta, hogy ezen enzim két egyforma
alegységbol all, melyeket hidrofob kolcsonhatas tart dssze. Mindkét alegység egy
réz(Il) és egy cink(Il)iont tartalmaz. A Cu(Il)ionhoz négy hisztidil-oldallanc
imidazolnitrogénje koordinalodik tetragonalis piramisos elrendezddésben, mig a
Zn(I) kordl torzult tetraéderes geometria alakul ki harom imidazolnitrogén és egy
karboxilat oxigén kotédésével. Az egyik imidazol-oldallanc mindkét fémionhoz

27



Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

koordinalodik, hidligandumként koti dssze 6ket. A két fémion tavolsaga 6,3A.145714

(2.7.abra) A cinkionnak valoszinlileg szerkezetalakitdo szerepe van, a rézion vesz
részt a katalitikus ciklusban, az alabbiak szerint:

0, +Cu'zn"'soD 0, + Cu'zn''soD (6)

Oy + 2H" + CuIZn“SOD k H,O, + Cu”Zn"SOD (7)

A reakcidé mechanizmusara vonatkozoan egymasnak ellentmondé adatokat talalunk.
Az imidazolato-hid felbomlasat valdszintisitik a (6) reakcidlépésben, bar bizonyos
kisérleti koriilmények kozott (, példaul nagy szuperoxid koncentracio mellett) az
eredmények ennek ellentmondani latszanak.'*"'*

Napjainkban felfedeztek nikkelt tartalmazé SOD enzimeket is."*""**

2.4.3. A SOD enzim modelljei

A természetes enzimfunkciot utanzo kismolekulatomegli vegyiiletek,
szintetikus enzimek a betegségek kezelése soran potencialis gydgyszerek lehetnek.
A SOD aktivitassal rendelkez6 fémkomplexek koziil csak a Cu,Zn-SOD modellekre
térek ki részletesebben, mivel a témankhoz ez kapcsolodik szorosabban. A vas- €s
mangankomplexek tekintetében csupan egy Osszefoglalot emelnék ki, amely
altalanos szempontokat, illetve a SOD aktivitdas mérés modszereit is tartalmazza.'>

A réztartalmi enzimek koziil kizarolag a Cu,Zn-SOD-okra jellemzd, hogy
egy imidazol-oldallanc hidként kot Ossze két fémiont. A vizsgalt lehetséges
enzimmodellek egy nagy csoportjaba azok a komplexek sorolhatok, amelyekben
hasonlé imidazolhid talalhat6. Akkor varhaté nagy enzimaktivitas, ha az
imidazolhidas szerkezet minél nagyobb pH-tartomanyban stabil, az enzim
mikodésére jellemzo pH-n is. A réz- és cinkiont tartalmazé heterodinuklearis
komplexek mellett szamos homodinuklearis komplexet is eldallitottak, amelyben
mindkét fémion réz(Il) volt. A modellkomplexek egy jelentds hanyadaban a
hidligandum szerepét egy imidazolmolekula tolti be. Ezen komplexek [LCulmMeL ]
formaban irhatok fel, ahol Me egy Cu(ll), vagy egy Zn(Il)iont jel5l."”>*"*® Szamos
olyan példat talalunk az irodalomban, amelyben a két fémionhoz egyetlen, tobbnyire
makrociklusos vagy makrobiciklusos ligandum koordinalodik."”"'*® Az imidazolhid
lehet a koordinalodd ligandum része is.'”'®" Emellett olyan komplex esetén is
jelentds SOD aktivitasrol szamoltak be, amelyben a két fémcentrumot nem
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imidazolhid koti Ossze, hanem a koordinalédé ligandum viszonylag merev
szénlanca.'®

Szamos monomer réz(Il)komplex SOD aktivitasat is vizsgaltak. Ezen beliil
jelentds szamu kozlemény nitrogén donoratomokat tartalmazo Schiff-bazis

ligandumokkal ~foglalkozik.'®"'%

Egy masik csoportba az aromdsnitrogén
donoratomot tartalmazé ligandumok komplexei sorolhatok. '

Altaldnosan elmondhatd, hogy a kétmagva komplexek esetén nagyobb
enzimaktivitds tapasztalhatd, mint egymagvi komplexek esetén. Azonos
koordinal6dé donoratomokat tartalmazo nyiltlancti és makrociklusos szerkezetli
ligandum koziil az utobbi komplexének hatasa jelent6sebb. A makrociklusos és
makrobiciklusos vegyiileteket 0sszevetve azt tapasztaltak, hogy a makrobiciklussal
képz6do komplex szélesebb pH-tartomanyban stabil. Annal nagyobb SOD aktivitast
tapasztaltak, minél jobban hasonlitott a komplex szerkezete az enzimbelihez.

Az eddig emlitett modellkomplexekben az enzimben a fémion koriil
kialakul6 geometriat probaltak megvalositani, de a koordinalédd donoratomok
természete tobbnyire kiillonbozott a Cu,Zn-SOD-ban talalhatokétdl. Egy masik
lehetséges megkozelités a fehérjemolekula modellezése peptidek segitségével.
Ugyan az egyszerii, oldallancban koordinalodé donorcsoportot nem tartalmazo
dipeptidek [CuA]" &sszetételli komplexei is mutatnak kismértékli szuperoxid-
diszmutéz aktivitast,'’"'"* de hisztidintartalmu oligopeptidek esetén ez a hatas sokkal
jelentdsebb.'”

Az enzimhez hasonld szerkezetli és koordinaciés modi komplex esetén
jelentds enzimaktivitast varhatunk, tehat a ligandumok Cu(Il) és Zn(Il)ionnal
képezett komplexeinek oldategyenstlyi vizsgalata segitségiinkre lehet potencialis
SOD mimetikus komplexek kivalasztdsa soran. A 2.7. abran jol lathato, hogy a
Cu,Zn-SOD enzimben a rézhez és a cinkhez koordinaldodd két-két donoratom a
peptidszekvenciaban egymashoz kozel elhelyezkedé aminosavak oldallancaban
talalhatd, amelyek a rézkotohely esetén egy tripeptiddel (HisValHis), mig a
cinkkotohely esetén egy tetrapeptiddel (HisValGlyAsp) modellezhetok. Ezen két
peptid Cu(Il)- és Zn(Il)ionokkal valé kdlcsonhatasat laboratoriumunkban Prof. Nick
Hadjiliadis kutatocsoportjaval valé (University of loannina, Gordgorszag)
egylttmiikododés keretén beliil pH-potenciometrias ¢és  spektroszkopids
(spektrofotometria, ESR, NMR) moédszerekkel vizsgaltak.'*'”> A Cu(Il)-HisValHis
rendszer esetén a [CuAH]*" és a [CuA]" komplexben hisztaminszerii koordincio
alakul ki, az utobbi esetén emellett mindkét imidazolnitrogén részvételével
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makrokelat is képzdédik, az enzimmel analdég modon. Ez gatolja az amidnitrogén
deprotonalodasat, igy az magasabb pH-n jatszodik le, de fiziologids pH-n az
oldatban mar a [CuAH.,] 0&sszetételd, (NHp,N,N,Ny,) koordinacidéju komplex
létezik. A Zn(I)-HisValGlyAsp rendszerben szintén hisztaminszerii koordinacioju
részecskéket feltételeztek, az enzimhez hasonlé —makrokelat (N, COO")
koordinacioval nem alakul ki.

Védett amino- és karboxilcsoporttal rendelkezé peptid esetén varhato, hogy
a képzodd komplexek szerkezete kozelebb all az enzim aktiv centrumara
jellemzéhoz, nagyobb enzimaktivitast mutat, mint a szabad terminusokkal
rendelkezd. Korabban példaul a HisGlyHisGly szabad aminocsoporttal rendelkezd,
illetve N-acetilezett szarmazékanak Cu(ll)ionnal képz6dé komplexei esetén az
antioxidativ sajatsag vizsgalata soran az N-védett peptid komplexe sokkal nagyobb
szuperoxid diszmutaz aktivitast mutatott in vitro.'”®

Ezen eredmények fényében a korabban vizsgalt tri- és tetrapeptid
(HisValHis és HisValGlyAsp) védett lancvégi amino- és karboxilcsoporttal
rendelkez6 szarmazékat allitottuk elo, majd Cu(ll)- és Zn(ll)komplexeiket
tanulmanyoztuk.
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3. Kisérleti korillmények és vizsgalati modszerek
3.1. A hasznalt vegyszerek

A munka soran hasznalt vegyszerek ismertetését a ligandumokkal kezdem
az altémak szerinti csoportositasban.

A tioétercsoport komplexkémiai viselkedésének tanulmanyozasahoz
kiilonb6z6 szamban és helyzetben metionint tartalmazé di- és tripeptideket (GlyMet,
MetGly, MetGlyGly, GlyMetGly, GlyGlyMet, MetGlyMet, MetMetAla,
MetMetMet) valasztottunk (3.1. abra).

Az Pb(Il)ion esetén a vizsgalt ligandumok korét tioétercsoportot tartalmazo
aminosavakra (metionin (Met) és S-metil-cisztein (SMC)) is kiterjesztettiik. Emellett
mas oldallancbeli donorcsoportok (hidroxil- ¢és karboxiloxigén, tiolkén ¢és
imidazolnitrogén) komplexképzddésre gyakorolt hatasat is vizsgaltuk, valamint a
legegyszerlibb aminosavat és di- ill. tripeptideket (Gly, GlyGly és GlyGlyGly) is
tanulmanyoztuk Osszehasonlitas céljabol (3.2. abra). Alkoholos-hidroxil csoportot
tartalmazott a szeril-glicin (SerGly). Amig a karboxilatoxigén az aszparaginsavban
(Asp) ¢€s az aszparagil-glicinben (AspGly) kelatképz6 helyzetben van, addig a glicil-
aszparaginsav (GlyAsp), glicil-glutaminsav (GlyGlu) és glutamil-glicin (GluGly)
esetén ez a stabilitasndveld hatas kizart. A tiolatkén koordinaciojat az a-merkapto-
propionil-glicin (MPG), a ciszteinil-glicin (CysGly), és az alanil-cisztein (AlaCys)
komplexein keresztiil tanulmanyoztuk. A  hisztidin oldallancdban  1évo
imidazolnitrogén hatdsat a hisztidil-glicin (HisGly) és a glicil-hisztidin (GlyHis)
dipeptidek és a hisztidin (His) aminosav esetén vizsgaltuk.

Valamennyi eddig emlitett peptid és aminosavszarmazék kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetd, mi a Bachem cégtdl vasaroltuk oket optikailag tiszta (L)
formaban. A vegyliletek hatéanyagtartalmat minden esetben sav-bazis titralassal
ellendriztiik.

Az SOD enzim aktiv centrumat modellez6 peptidek témakorben két C- és N-
terminalisan védett peptid (3.3. abra), az N-acetil-hisztidil-valil-hisztidinamid
(AcHVHNH,) és az N-acetil-hisztidil-valil-glicil-aszparaginsavamid
(AcHVGDNH,) réz- és cinkkomplexeit vizsgaltuk. Ezen kereskedelmi forgalomban
nem kaphatd vegyiileteket a ioanninai (University of loannina, Greece) egyetemen
szilardfazisti peptidszintézissel allitottam el6. A CBL Chemicals Ltd. (Patras,
Greece) szallitotta a szintézishez felhasznalt gyantat (H-Linker-CLTR resin, azaz
modositott 2-klortritil-klorid gyanta) és a védett aminosavakat (Fmoc-His(N™-Mitt)-
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OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(O-Bu')-OH). A Fmoc révidités az o-
aminocsoport atmeneti védésére szolgald fluoren-9-il-metoxi-karbonilcsoportot
jeldli. Az aszparaginsav oldallancbeli karboxilcsoportjat tercier-butil(Bu'), mig a
hisztidin imidazolnitrogénjét 4-metiltritil(N"™-Mtt) védécsoporttal lattak el.
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3.1. abra A tioétercsoportot tartalmazé ligandumok szerkezeti képletei
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3.1. A hasznalt vegyszerek
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3.2. abra Az Pb(Il)ion esetén vizsgalt ligandumok szerkezeti képletei
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3.3. abra A CuZnSOD aktiv centrumat modellez6 peptidek szerkezeti képletei

A fémtorzsoldatok koziil a CuCl,, NiCl,, CoCl,, Cd(NOs), és Pb(NO;),
oldat alt. mindségli vegyszerbol késziilt, mig a ZnCl, torzsoldatot alt. ZnO sésavban
torténd oldasaval kaptuk. Mivel a PdCl, nem vizoldhat6 anyag, a Pd(II) torzsoldatot
a tanszéken eldallitott szilard kalium-tetrakloro-palladatbol készitettik, a
palladiumion hidrolizisének visszaszoritasa céljabol a fémionhoz képest kétszeres
anyagmennyiségi savat adva az oldathoz. A szilard K,PdCls-ot PdCl, (alt., Reanal)
két ekvivalens KCI jelenlétében torténd oldasaval, majd beparlasaval nyertiik,
tisztasagat atomabszorpcids modszerrel ellenériztiik.'””
torzsoldat kivételével gravimetriasan, oxinat formajaban tortént. Az Pb(Il) esetén
komplexometrids modszert, EDTA méréoldatot és metiltimolkék indikatort
alkalmaztunk (pH~6, hexametilén-tetramin).

A ZnCl, oldat savtartalmat Gran szerinti kiértékelést alkalmazva, pH-
potenciometridsan hataroztuk meg.

3.2. Peptidszintézis'"®

A peptidek szintézise a felépité aminosavakbol kiindulva torténik,
melyeknek tobb reaktiv funkcidscsoportja van (amino- és karboxilcsoport, valamint
az oldallancbeli csoportok), ennek megfelelden tobbféleképpen reagalhatnak. A
peptidszintézis sordn biztositani kell az egyértelmli reakciot, ezért azokat a
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3.2. Peptidszintézis178

csoportokat, melyek reakcidja zavarna, védeni kell. A klasszikus, oldatfazist
laboratoriumi szintézis igen idGigényes, s az egyes 1épések soran az anyagveszteség
sem elhanyagolhato.

Jelentds eldrelépést jelentett a Merrifield-féle szilardfazisu peptidszintézis
elterjedése, mivel lehetové tette a klasszikus szintézis szamos lépésének
kikiiszobolését, a folyamat gyorsitasat és hatékonysaganak jelentds novelését. A
modszer soran a szintézis egy szilard hordozohoz kototten torténik, amely inkabb
nevezhet6 gélnek, mint szilard anyagnak. Altaldban divinil-benzén—sztirén
kopolimert hasznalnak erre a célra. Oldoszerként minden olyan, tobbnyire szerves
oldoszer hasznalhato, amelyben a gyanta jol duzzad, vagyis a reaktansok diffuzioval
bejuthatnak a szemcsékbe, illetve a melléktermékek elhagyhatjak azt. Mi dimetil-
formamidos (DMF) kozeget alkalmaztunk.

A kopolimer modositasaval kotohelyeket alakitanak ki, melyekhez a
szintetizalando peptid els6 aminosava kapcsolhatdé. A gyanta elnevezése erre a
funkcioscsoportra utal. Példaul a CLTR gyanta esetében a 2-klorotritil-klorid
csoport €s az N-védett aminosav reakcidja soran észterkotés alakul ki. Ezt a kotést
csak a szintézis legvégén, a kész peptid lehasitasakor bontjuk fel, amely igy szabad
karboxilcsoportot eredményez. Mivel C-terminuson (amid formaban) védett peptidet
akartunk eldallitani, az elébb emlitett gyanta egy modositott valtozatat (H-Linker-
CLTR gyanta) hasznaltuk, amelyben aminocsoport tolti be a kotdhely szerepét. A
gyanta azonban Fmoc csoporttal védve kaphato, melyet a szintézis megkezdése elott
el kell tavolitani (3.4.a abra). Emiatt az elsé aminosav kapcsolasa soran is
ugyanazokat a 1épéseket kell elvégezni, mint a peptidlanc hosszabbitasakor: vagyis a
védbesoport eltavolitdsa a gyanta (illetve a gyantan 1év6 peptid) aminocsoportjarél
(3.4.b 4bra), majd az N-védett és elozoleg aktivalt aminosav hozzdkapcsolasa (3.4.c
abra).

A szilardfazisti peptidszintézis elényei kozé tartozik, hogy a szintézis
kozben a reagensek feleslege és a képzddott melléktermékek egyszeriien, mosassal
eltavolithatok a szilard hordozoéhoz kapcsolt peptid mell6l. Ez a kovetkezd mddon
tortént: minden reakciolépés utan tobbszor felvaltva DMF-al és izopropanollal
mostuk a gyantat, majd megszaritottuk vakuum alatt. A szaradast eldsegitendd
etanollal majd metanollal atmostuk a szemcséket. A reakcio teljességét (a szaraz
szemcsékkel végzett) Kaizer teszttel ellendriztiik. A szemcsék szinvaltozasa
(sarga—kék) szabad aminocsoportra utal. Ha a teszt nem a vart eredményt hozta,
megismételtiik a reakciolépést.
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3.4. abra A peptidszintézis 1épései
a, a gyanta elokészitése b, a véddcsoport eltavolitasa c, aktivalas és csatolas

Az aminocsoport atmeneti védésére hasznalt Fmoc-csoport egyszerlien,
szekunder aminos kezeléssel eltavolithatd. 20% piperidin DMF-os oldatéval kb. 40
perc elegendd a reakci6 lejatszodasahoz.

A mellékreakciok elkeriilése érdekében N-terminuson védett aminosavat
kapcsolas elott aktivaljuk, ellenkezd esetben a reakcié nagyon lassan jatszodna le.
Csatolo agensként diciklohexil-karbodiimidet (DCC) és szekunder nukleofilként
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3.2. Peptidszintézis178

hidroxi-benzotiazolt (HOBt) adunk feleslegben az aminosavhoz. A képz6dé aktivalt
koztitermékek szerkezete is lathato a 3.4.c abran. Az elGaktivalaskor az aminosav és
a hidroxi-benzotriazol el6zdleg 0°C-ra lehiitott oldatdban oldjuk a DCC-t, s 20
percig 0°C-on, majd 10 percig szobahdmérsékleten hagyjuk allni az oldatot, végiil
szlirés utan a gyantahoz adjuk. A peptidkotés kialakulasahoz 1-3 ora sziikséges.

Ez a két 1épés (vagyis a védOcsoport eltavolitasa a szintetizalt peptid
aminocsoportjarol, majd a kovetkezO aminosav aktivaldsa és csatolasa) annyiszor
ismételendd, ahdny aminosavbol all6 peptidet akarunk eldallitani.

A szintézis utolso 1épését, vagyis a gyantarol valo lehasitast megel6zden a
peptid aminocsoportjat véddcsoporttal lattuk el, hiszen N-acetil-peptid-amid
eldallitasa volt a célunk. Az acetilcsoport felvitele a vegyiiletre két 1épésbol allt,
el6szor eltavolitottuk a Fmoc véddcsoportot a mar ismertetett piperidines eljarassal,
majd az igy kapott szabad aminocsoportot ecetsavanhidrid és N,N-diizopropil-
etilamin (DIEA) segitségével acileztik. A reakcidé el6segitése céljabol a
reaktansokat a peptidhez képest 1,2-szeres feleslegben alkalmaztuk, igy a reakcididd
kb. 1 o6ra volt.

A kész peptidet 95% trifluor-ecetsav (TFA) és 5% anizol elegyével
hasitottuk le a gyantarol. Ezzel egytttal az oldallancbeli (His, Asp) védécsoportokat
is eltavolitottuk. 1-3 éra reakci6idd elteltével a gyantat szliréssel eltadvolitottuk. A
gyantat a hasitokeverék kisebb mennyiségeivel még kétszer reagaltattuk,
“atmostuk”, hogy a peptidveszteség minél kisebb legyen, majd a sziirletet vakuum
segitségével szarazra paroltuk. A kapott olajos allagii anyagbol hideg éterrel egy
¢éjszakan at kevertetve a peptid fehér por formajaban kinyerhetd, majd az éteres
fazistol centrifugélassal elvéalaszthaté. Eterrel néhanyszor atmostuk, majd vakuum
alatt szaritottuk az anyagot.

A tisztitast HPLC-vel végeztik. A P580 pumpaval és UVD 170S340S UV-
lathato detektorral felszerelt DIONEX HPLC késziilékhez WATERS Delta Pak C-18 (300 A,
15 w, 300x19 mm) preparativ oszlopot csatlakoztattunk. A tisztitandd anyagot 1:1 viz-
acetonitril elegyben oldottuk, melyhez TFA-t is adtunk. Egy injektalassal kb. 10 mg
peptidet juttattunk az oszlopra. Az eluensként alkalmazott olddszerekhez pufferként
0,1% TFA-t adtunk. 10 ml/perc eluensaramot ¢és viz-acetonitril gradienst
alkalmaztunk az alabbi program szerint: Kezdetben az eluens 1% acetonitrilt
tartalmazott. Az eluens acetonitriltartalmat a kezdeti 1%-r6l 40 perc alatt 80%-ig
noveltiik, majd a kovetkezé 10 percben 80%-rol 1%-ra csokkentettiik. A 230 nm
hulldmhosszhoz tartozo abszorbanciat fotometridsan kovettiik.
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Abszorbanciandvekedést észlelve gytijtottiik az elegyet. A nyomadstol fiiggéen 12-24
perc elteltével megfigyelhetd cstcshoz tartozo frakcio tartalmazta a peptidet (a
retenciosidé mindkét peptid esetén kdzel azonos volt).

A kapott oldatot vakuum segitségével beparoltuk, s az igy nyert anyagot éterrel egy
¢éjszakan 4t kevertettiik, majd centrifugalassal izolaltuk, végiil vakuum alatt
szaritottuk. A kapott szilird anyag tisztasigit 'HNMR-el ellendriztiik.

3.3. Az alkalmazott kisérleti technikak
3.3.1. pH-potenciometria
A pH-potenciometrias mérés elvi alapjai

A pH-potenciometria az oldatfazisban lejatszodd komplexképzddési
folyamatok egyensulyi vizsgalata soran legaltalanosabban alkalmazott kisérleti
modszer. Alkalmazhatésaganak feltétele, hogy a fémion koordinacidja hatassal
legyen a ligandum protonalodasi egyensulyara, vagyis a komplexképzodés pH-
effektussal jarjon.

A vizsgalt deprotonalt ligandumok gyenge bazisok, vagyis a
komplexképzddés kompetitiv reakciot jelent a proton és a fémion kozott, mely az
alabbi altalanos egyensullyal jellemezhet6:

nHL + M™ = ML,™ +nH" ®)

A pH mérésével a képz6dé komplexek stabilitdsara kdvetkeztethetiink. A
komplexképzddésre az alabbi altalanos egyenlet irhato fel (az egyszeriiség kedvéért
a toltéseket nem tiintettem fel):

pM+qA+rH = M,AH, ©)
ahol M a fémiont (amely a vizsgalt teljes pH-tartomanyban allando szerkezeti,
stabilis komplex is lehet), L a teljesen deprotonalt ligandumot és H a hidrogéniont
jeloli.

A képzodo részecskék stabilitasi szorzata:

Boor = M (10)
[M]P[A]*[H]

A mérések soran un. titralasi gorbéket vesziink fel, vagyis a fémiont és

adagolunk, majd az egyenstly beallta utan rogzitjiik a méréoldat térfogat (cm®)—pH
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adatparokat. A titralasi adatokbol a stabilitdsi szorzatokat a Tanszéken kifejlesztett
PSEQUAD nevii szamitogépes programmal'”® szamitottuk ki. Bemené adatként a
mérdoldat térfogat—pH adatparok mellett meg kell adnunk a komponensek és az
asszociatumok (a ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi foku részecskéi, M A H;
komplexek ill. hidroxokomplexek) szamat, az asszociatumok Osszetételét (vagyis a
p, g, T sztdchiometriai egyiitthatokat), a stabilitasi szorzatok ismert illetve ismeretlen
(kozelitd) értékeit, a komponensek kiindulasi teljes koncentracioit, a titral6oldat
mérdegységre jellemz6 Irving-féle korrekcios tényezd.'™ A keresett stabilitasi
szorzatok értékeit a komponensekre felirt anyagmérleg egyenletek (11-13)
megoldasai adjak (n a rendszerben képz6ddé asszociatumok szama, p, q, r a
sztochiometriai egyliitthatok).

cm =[M1+ X piBoqr [MIP AT [H; (11
i=1

ca =[A]+ X qiBpq [MIP AT [H]] (12)
i=l

e =[H]+ X 1B g [MI AT [H]] (13)

i=1

Amennyiben vegyes ligandumu rendszereket vizsgalunk, a komponensek
szama eggyel n6 a masodik ligandum miatt, igy négy komponensre irhato fel az
anyagmérleg.

A program a kiindulési adatokat felhasznalva Newton-Raphson iteracidval
végzi a kozelitést addig, mig a titral6 oldatra nézve a E(Vmért—Vszémolt)z kifejezés
értéke minimumot nem ér el (V a titralooldat térfogata). A program minden
megadott pH-értéknél kiszamolja az 0Osszes képzodé részecske egyensulyi
megkapjuk a finomitott stabilitasi szorzatokat és azok hib4jat, valamint az un.
illesztési paramétert, amely a |Vimar—Vsamor| atlaga, s a kozelités josagat jellemzi. (A
stabilitasi allandok kozlésekor az utolso tizedesjegy hibajat zardjelben tiintetjiik fel.)
A program egy adott komponensre vonatkozéan megadja az asszociatumok
koncentracideloszlasi gorbéit a pH fliggvényében. A koncentracioeloszlas
szamolasara a SED nevli program is hasznalhat6 a képz6do komplexek Gsszetétele és

crcr

stabilitasi  4llanddja, valamint a komponensek teljes koncentracidjanak

181

ismeretében. © Egy adott rendszer modelljének a feltételezett asszociatumok
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Osszességét nevezzilk. Azt a modellt tekintjik helyesnek, mely kémiai
megfontolasok alapjan értelmezhetd, €s amelynél az illesztési paraméter a legkisebb.

A pH-potenciometria az egyik legfontosabb komplexkémiai vizsgald
modszer, de vannak hianyossadgai. A mért paraméter (pH) a rendszer egésze,
valamennyi részecske altal befolydsolt mennyiség. Ha két részecske képzodése
azonos pH-effektussal jar, akkor azok nem kiilonboztethetdk meg ezzel a
modszerrel. Egyes esetekben egy rendszer tobbféle, kémiailag realis modellel is
leirhat6, ilyenkor mas, szerkezeti informaciokat nyujtdé vizsgalatokat (pl.
spektrofotometria, NMR, ESR) is végziink a kérdés tisztazasara.

A pH-potenciometrias méréseknél alkalmazott eszkozok, kisérleti koriilmények

Valamennyi vizsgalt ligandum ¢és komplexeik vizoldhatdk, ezért a
vizsgalatokat vizes kozegben végeztik. A ligandumtoérzsoldatokat a szilard
vegyszerek bemérésével készitettiik. A ligandumok tisztasagat és savi disszociacios
allandoit fliggetlen méréssel, csak ligandumot tartalmazo mintakban hataroztuk meg.
A kiértékeléshez a SUPERQUAD nevii programot'®® hasznaltuk, mely a stabilitasi
szorzatok mellett a kiindulasi ligandum- és protonkoncentraciok finomitasara is
alkalmas.

cre

rrrrrrrr

crcr

(alt., Reanal) higitassal készitettiik, pontos koncentracidjukat a mar ismert
toménységli lugoldattal mértiikk. A lug- és a savkoncentracidé meghatarozasa a
1'® tortént.

A mérések soran a homérséklet allanddo 25+0,1 °C-on tartasat

titralasi gorbék Gran-féle linearizalasava

ultratermosztat segitségével valositottuk meg. A mintak keverése valamint a szén-
dioxid és az oxigén tavoltartdsa cé€ljabol katalitikusan tisztitott argongazt
buborékoltattunk 4t a mintakon. Az ionersséget minden mintaban 0,2 mol-dm™-re
allitottuk be a fémiontdl fiiggden KCl és/vagy KNO; oldattal.

A Pd(Il) esetén a pH-potenciometrias vizsgalatokhoz szamitogép (PC)
vezérelte Radiometer ABU91 automata biirettdit és a Russel cég altal gyartott
CWR/320/757 tipusu kombinalt livegelektrodot hasznaltunk. A tobbi fém esetén a
KOH titral6oldatot METROHM 715 DOSIMAT tipust automata biirettaval adagoltuk.
Az Pb(Il) fémionnal végzett vizsgalatok soran METROHM 6.0219.100 double-junction
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tipusu elektrodat és RADIOMETER PHMO93 pH-mér6t alkalmaztunk. A double-
junction elektroda kiilsé elektrolitja telitett KNO; volt, igy kikiiszobdlhetové valt a
kloridionok zavar6é hatdsa. A tobbi esetben RADIOMETER PHMS84 pH-mérét és
METROHM 62104130 kombinalt tivegelektrodot hasznaltunk.

oldatra (t=25 °C, pH=4,005) és a vizionszorzat értékére (t=25 °C, 1=0,2 mol-dm™
KCl, pK,=13,7560,01, ill. I=0,2 mol-dm™ KNO;, pK,=13,772+0,01) kalibraltuk. A

180 . (o
és munkatarsai

pH-mérd altal kijelzett értékek p[H']-ra valo atvaltisa az Irving
altal kidolgozott modszerrel tortént.

A méréseket 1:1, 1:2 és 1:3 fém-ligandum arany mellett végeztik.
TSbbnyire a ligandum koncentracié volt allando, 4-10° mol-dm™. A Pd(II)-peptid
rendszerek esetén azonban a fémion kiindulasi koncentracioja volt azonos, minden
mintaban 2,5-10~ mol-dm™. A mintéak térfogata a legtbb esetben 10 cm’ volt. Mivel
az AcHVHNH, ¢és az AcHVGDNH,-bdl kis mennyiség allt rendelkezésre a
mintatérfogatot 5 cm’-re csokkentettiik. Ezen védett peptidek rosszabb oldhatésaga

miatt a ligandum koncentracidja is kisebb (kb. 2:10~* mol-dm™) volt.

3.3.2. Spektrofotometria

A vizsgalt fémionok koziil a Cu(Il) és a Ni(I) komplexeit tanulmanyoztuk
részletesen  UV-lathatd  spektrofotometridas modszerrel. Néhany  esetben
Pd(IDkomplexek esetén is torténtek fotometrids vizsgalatok.

A spektrumokat Hewlett Packard 8453 tipusi egysugaras, diddasoros
spektrofotométerrel vettiik fel 250-1000 nm hullimhossz-tartomanyban. Az
alkalmazott kiivetta ithossza 1cm volt. A mintakban a ligandum koncentracigja 1,0-
5,0-10° mol-dm™ volt, mig a fém-ligandum arany 1:1 és 1:3 kozott valtozott. A
vizsgalatokat altalaban a stabilitasi allandok ismeretében szerkesztett eloszlasgdrbék
maximumainak megfeleld pH-értékeken végeztiik. A kapott spektrumok elemzése a
gyarto cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld szoftverrel tortént. Néhany rendszer
spektrofotometrias vizsgalatat Gordgorszagban végeztem, itt JENWAY 6400 tipusu
késziilék allt rendelkezésre.

A spektrumok elemzésével a képzodott komplexek szerkezetére,
geometridjara, valamint a koordinalodd donoratomok szadmara és mindségére
kovetkeztethetiink.
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A tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetli réz(Il)komplexek esetén az
2Eg alap- és a 2T2g gerjesztett allapotu energiaszintek felhasadnak és az igy létrejott
szintek kozott haromféle d-d atmenet lehetséges. Ezek az atmenetek gyakran
egyetlen savva olvadnak 0ssze, s az energidjuk illetve intenzitdsuk nagymértékben
fiigg a koordinal6d6 donoratomok szamatdl €s mindségétdl. Ha nincs axialis
koordinacié az altalanos kdrnyezeti szabaly alapjan Sigel és Martin altal felirt
empirikus egyenletek jol hasznalhatok a A kozelitd értékének szamitasara.’
(14.egyenlet) Nagyszamu spektrofotometrids mérés alapjan szdmos aminosav és
peptid jellemz3 donoratomjainak adtik meg az tn. hozzajarulasi tényezéit (x;)'**?
(pl. viz illetve karboniloxigén esetén 0,294, karboxilatoxigén esetén 0,346, amino-,
amid- és imidazolnitrogén esetén pedig rendre 0,460, 0,494 illetve 0,434).

ﬂ’max = 1?00 (nm) (14)

in
i=1

A nikkel(I)komplexek leggyakoribb koordinacidos szama 4 és 6. Az

oktaéderes komplexekhez harom viszonylag kis intenzitasti d-d 4tmenet tartozik
(A>T, 1430-770 nm, *A,=>>T, (F) 910-500 nm, *A,~>T, (P) 520-370 nm). A 4-
es koordinacios szamu, siknégyzetes geometriaji komplexek spektrumaban nagyobb
intenzitasu (&pax ~ 50-500 dm3-mol'l'cm'1) savok talalhatok 400-550 nm és 430 nm
hullamhosszaknal. Az utébbi toltésatviteli eredetli. Ezen siknégyzetes komplexek
diamagneses sajatsagtiak, s konnyen alakulnak ki mas geometriaju komplexekbol.

A metionintartalma  tripeptidek  Cu(Il)- ¢és  Ni(Il)komplexeinek
tanulmanyozasa soran részletes pH-fiiggd spektrofotometrias vizsgalatot végeztiink
a képz6dd komplexek koordinaciés modjanak meghatarozasa céljabol. Abban az
esetben ugyanis, ha a tioéterkén koordinalodik a fémionhoz, egy toltésatviteli sav
megjelenése tapasztalhato. A torzult oktaéderes réz(Il)komplexek esetén a 290-320
nm hullamhossztartomanyban jelentkezik a S—=>Cu CT siv, mig oktaéderes
nikkel(Il)komplexek esetén kb. 250 nm-nél figyelheté meg a S=>Ni CT sav.

3.3.3. CD spektroszkopia

A sikban polarizalt fény egy balra és egy jobbra cirkularisan polarizalt
fénysugar Osszegének tekinthetd. Az optikailag aktiv anyagok, mint az aminosavak
és peptidek a sikban polarizalt fény ezen két Osszetevéjével kiillonbozoképpen
Iépnek kolcsonhatasba (eltérd torésmutatok és kiillonbozd abszorpceios koefficiensek
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rendelhetdk az 0sszetevokhoz), a kilépd fény eliptikusan polarizalt lesz. A cirkularis
dikroizmus, vagy masnéven Cotton-effektus a sikban polarizalt fény két
Osszetevojének kiilonbozo abszorpcidja. Az abszorpcidban mutatkozo kiilonbség a
teljes abszorpcidhoz viszonyitva igen kicsi, annak kb. 1%-a. A cirkularis dikroizmus
(CD) gorbe a hullamhossz (L) fliggvényében abrazolja a két Osszetevd eltérd
abszorpciojat, pontosabban a Ae = € 4 — € jopy €rtékét. A CD gorbe minimumai illetve
maximumai az elektrongerjesztési spektrum maximumainal, illetve ahhoz igen
kozeli hulldmhosszaknal figyelheték meg. A CD spektroszkopia elényei kozé
tartozik, hogy keskeny savjai kozott joval ritkabban fordul el6 atfedés, mint a
spektrofotometria esetén, tovabba a Cotton effektus eldjele tovabbi informaciokat
szolgaltat a komplex szerkezetérél.'*

A fémkomplexek optikai aktivitdsat okozhatja egyrészt az, hogy
aszimmetrikus ligandumot tartalmaznak, masrészt a ligandum koordinacidja is
eredményezhet aszimmetrikus szerkezetet. Utobbi a kozponti atom korili
aszimmetrikus elrendez6dés kovetkezménye lehet (példaul vegyes komplexek cisz-
izomerjei esetén) illetve a komplexképzddés hatasara a ligandum donoratomja vagy
az egész ligandum optikailag aktivva valhat, ekkor a két izomer racém elegye
képzodik. A két izomer Cotton effektusa ellentétes eléjeli, azonos abszolutértékd,
tehat kioltja egymast.

A CD spektroszkopia peptidek Cu(Il)-, Ni(I[)- és Pd(I)komplexeinek
vizsgalata soran elterjedten hasznalt szerkezetvizsgalo modszer."**'®" Az egyszerii
di- és tripeptidekre vonatkozo eredményeket'™'** Sigel és Martin® foglalta 6ssze.
Mivel az altalam vizsgalt ligandumok szinte kivétel nélkiil tripeptidek voltak, a
tovabbiakban a legfontosabb tapasztalatokat, 0sszefiiggéseket a nem koordinalodo
oldallancot tartalmazé tripeptidek Cu(Il)-, Ni(Il)- és Pd(II)ionokkal képezett [MAH.
o] Osszetételli komplexei esetén ismertetem részletesebben.

Ezen (NH,,N,N",COO") koordinaciéju komplexek merev

Ry | //O _ szerkezetliek, az oldallincok és a hidrogénatomok

+ BN ﬂN" I R kivételével valamennyi atom egy sikban helyezkedik el. A
N o . , .

N2 CD spektrumaik értelmezése az tigynevezett hexadekan,
7N A L, , , s

.01 N o vagy masnéven dupla-oktan szabaly segitségével

= o/> i{R ~ T lehetséges. A 3.5. abranak megfeleléen a komplex

4+ ‘ PN koordinacios sikja feletti és alatti teret 8-8 szektorra

3.5. dbra osztjuk, az abran az eldjel az adott szektorban talalhato
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optikailag aktiv csoport hatdsara bekdvetkez6 Cotton effektus eldjelét adja meg. Két
szomszédos szektorban az eléjel mindig ellentétes.

A szabaly segitségével magyarazhatdé a kisérleti tapasztalat, hogy
valamennyi L-aminosavakbdl felépiild tripeptid [MAH,] 0Osszetételi komplexe
esetén a d-d atmenethez negativ Cotton effektus tartozik, hiszen az oldallancok
minden esetben olyan térrészbe esnek, amelyhez negativ eldjel rendelheto.

Ezen komplexek CD spektrumanak egy masik jellegzetessége a jelek
intenzitasanak additivitasa, azaz az egyes (nem koordinal6do) oldallancok hatasa
Osszeadodik. Példaul a trialanin komplexének CD intenzitasa egy adott
hulldmhosszon egyenlé a haromféle, csak egy metil-oldallancot tartalmazé tripeptid
esetén tapasztalt intenzitisok Osszegével. Altalanosan megfogalmazva egy XYZ
tripeptid komplexének Cotton effektusa egy adott hullimhosszon a
kovetkezoképpen szamithato:

Ae™ = Ae% + Ael™C + Agj”

Ugyanazon oldallanc a peptiden beliil kiilonb6z6 (C- illetve N-terminalis,
valamint kozbensd) helyzetben eltéré nagysadgi Cotton effektust eredményez,

nevezetesen: ASSXG > ASSGX > AS?GG. Ennek oka, hogy a fémionhoz

koordinal6dé donorcsoportok kiilonb6zé mértékben képesek tovabbitani a kiralis
informaciot. Hatasuk alapjan a kdvetkezd sorrend allithatd fel: aminonitrogén <
karboxilatoxigén < deprotonalddott amidnitrogén. Utdbbi esetén a hatas nagyobb, ha
a fémionhoz koordinal6d6 amidnitrogén a kiralis a-szénatom mellett talalhato.

A CD méréseket a JASCO-810 spektrométeren végeztiik. 0,1 és 1 cm-es
hogy az abszorbancia 0,6-1,0 tartomanyon beliil legyen. Kiilonb6zé pH-kon és fém-
ligandum aranyok mellett, szobahdmérsékleten tanulmanyoztuk az egyes rendszerek
CD sajatsagait. A kapott CD spektrumok kiértékeléséhez a spektrométer sajat
szoftverét hasznaltuk. Az egyes komplexek spektruménak meghatarozasahoz
tobbnyire sziikségiink volt a kapott spektrumok felbontasara, mivel nem tudtunk
olyan kortilményeket (pH, fém-ligandum arany) biztositani, amelyek mellett az adott
komplex 100%-ban van jelen az oldatban. A komplexek spektruméanak szamitasahoz
a PSEQUAD nevii programot hasznaltuk.'” A CD vizsgalatok kivitelezése és a kapott
spektrumok értelmezése soran Dr. Kurtan Tibor és Prof. Antus Sandor (Debreceni
Egyetem, Szerves Kémia Tanszék) volt segitségiinkre.
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3.3.4. NMR spektroszkopia

Diaméagneses komplexek oldatbeli szerkezetének vizsgalatara is alkalmas
modszer az NMR spektroszkopia. Az altalunk kivalasztott fémek koziil ebbe a
csoportba sorolhaték az Pb(Il), Zn(Il), Pd(Il) és Cd(I) valamint a Ni(Il)
siknégyzetes geometriaju komplexei. '"H NMR technikat alkalmazva a Pd(II)- és
Ni(IDkomplexek esetén a ligandum cseresebessége az NMR iddéskalahoz
viszonyitva tobbnyire lassu, a szabad és a koordinalt ligandum jelei elkiiloniilve
jelennek meg, igy a spektrum integralasaval aranyuk meghatarozhatd, mennyiségi
meghatarozas végezhet6. A kémiai eltolodas (0) értékének valtozasa (a szabad
ligandumhoz viszonyitva), a jelek szama, valamint felhasadasa informaciot nyujt a
komplexek koordinacios modjardl, a mintaban jelenlévé asszociatumok szamarol és
az esetleges izomerekrol.

Pb(Il)-, Zn(Il)- és Cd(II)-peptid rendszerek vizsgalata soran a gyors
ligandumcsere miatt az egyes részecskék jelei nem Kkiiloniilnek el, atlagjeleket
kapunk, a '"H NMR spektrum kevés informacidt szolgaltat, hiszen a kismértékii
komplexképz6dés miatt a kapott jel kémiai eltolodasa a legtobb esetben igen kozel
all a szabad ligandum esetén mérthez.

A harom fémion koziil a Cd(Il)ion esetén rendelkezésiinkre allt egy wjabb
kisérleti technika, a '">Cd NMR."? A kadmiumnak két diamagneses izotopja 1étezik:
a '"'Cd 12,75%, mig a 'Cd 12,26% gyakorisaggal fordul elé a természetben.
Mindkét izotdp 72-es spinii €s negativ magneses momentumu. A gyakorlatban csak a
"3Cd magot hasznaljak NMR vizsgalatok soran. A legkdzismertebb NMR aktiv
magokhoz viszonyitva a '*Cd mag érzékenysége a 'H 1%-a, mig a >C 70%-a. Ha a
természetes izotopgyakorisagot is figyelembe vessziik a '*Cd NMR technika a ">C
NMR-nél 7,5-szer érzékenyebb. A technikdt cadmiumorganikus vegyiiletek,
valamint metalloenzimek vizsgalata soran széleskoriien hasznaljak.'”* A Cd(II)ion
metalloenzimek aktiv centrumaban helyettesitheti a Ca(Il)iont, mivel ionméretiik jo
kozelitéssel megegyezik (0,99 illetve 0,97A), valamint a Zn(II)iont, hiszen
koordinaciés kémiai tulajdonsagaik hasonloak. A Cd szubsztitualt metalloenzim
esetén kapott kémiai eltolodas, a relaxacios tulajdonsagok (vonalszélesség, T,) €s
mas Y-es magokkal (pl. 'H, C) valé csatolds a protein fémmegkoté helyérdl
szolgaltat informéciot. Az eddigi irodalmi adatok alapjan elmondhaté, hogy a ''>Cd
NMR kémiai eltolodas skaldja igen széles (-100 — +760 ppm), s a koordinalodo
donoratomok tipusa és a komplexek geometridja kdzott szoros Osszefiiggés van. Az
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oxigéndonor ligandumok oktaéderes komplexei esetén kapjuk a legkisebb, mig
tiolkén donorok tetraéderes komplexei esetén a legnagyobb kémiai eltolodas
értékeket. Altalanosan elmondhat6, hogy az oxigén-koordinacio hatasara a nagyobb,
mig nitrogén- és foként (tiolat)kén-koordindcié hatdsara a kisebb terek iranyaba
tolodik el a jel. (3.6. abra) Meg kell emliteni azonban, hogy nem all rendelkezésre
tiéterkén-koordinacidora vonatkozo irodalmi adat, valamennyi esetben tiolatkén
koordinacidjanak hatasat vizsgaltak.

CdOs
CdNO;
CdN,O,

CdNg

cds

cds, T

cdsS,
CdS,

1000 800 600 400 200 0 -200

kémiai eltol6das (ppm)

3.6. abra Kiilonb6z6 koordinaciés média komplexek jellemzé ''*Cd NMR kémiai eltolodésai

A 'H NMR mérésekhez készitett 1:1 és 1:2 fém-ligandum aranyu mintak
pD-fiiggd6 NMR spektrumat is felvettiik 0sszehasonlitds és jelazonositas céljabol.
Oldoszerként 99,8%-0s izotoptisztasaghh D,O-t (ISOTEC INC.) hasznaltunk. Az oldat
pH-jat DCl és NaOD oldatokkal allitottuk be a kivant értékre. A pD értékeét
Radiometer tipusit pH-méré és Russel CWR/320/757 tipust kombinalt iivegelektrod
segitségével mértiik, a leolvasott értékhez 0,4-et adva.

A "H NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FTNMR késziiléken vettiik
fel, belsé standardként natrium-3-trimetil-szillil-propanszulfonatot (TSP, &rsp=0),
illetve palladiumtartalmu mintdk esetén tetrametil-ammonium-tetrafluoro-boratot
(TSP-hez viszonyitott kémiai eltolodasa 3,18 ppm) hasznaltunk. A kiértékelést a
spektrométer sajat szoftverével illetve az 'DWIN-NMR programmal végeztiik.

A '8Cd NMR méréseknél oldoszerként 10% D,0, 90% H,O elegyet, kiilsd
standardként pedig 0,1 moldm® koncentracioju Cd(ClO4)-ot hasznaltunk. A
mintdkban a Cd(II) koncentracioja 0,05 mol-dm™ volt. A Bruker ARX 500 FT-NMR
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késziiléken felvett spektrumok kiértékeléséhez a spektrométer sajat szoftverét
hasznaltuk.

3.3.5. ESR spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia spektroszkopia fontos vizsgalati modszer olyan
molekuldk ¢és ionok tanulmanyozdsara, melyek parositatlan elektronokat
tartalmaznak, azaz paramdgneses sajatsagiiak. Ebbe a csoportba tartoznak az
altalunk vizsgalt tetragonalisan torzult oktaéderes Cu(Il)komplexek is.

Az SOD enzim aktiv centrumat modellez6 védett peptidek
(AcHisValHisNH, ¢és AcHisValGlyAspNH,) vizsgéalata Gorogorszagban tortént.
Ezen rendszerek ESR spektrumait Oxford Instrument kriosztattal felszerelt Bruker
EP-200D késziilékkel vették fel a folyékony hélium homérsékletén.

A tioétercsoportot tartalmazdé ligandumok Cu(Il)komplexeinek ESR
spektroszkopids vizsgalata Olaszorszdgban tortént Prof. Giovanni Micera
laboratoriumaban (University of Sassari), Dr. Daniele Sanna segitségével. Az etilén-
glikol hozzaadasa utan 120 K homérsékletiire lefagyasztott mintak spektrumait
Varian E-9 spektrométeren (9,15 GHz) vettiik fel. A méréseket kiilonb6zé pH-kon
és fém-ligandum aranyok mellett végeztiik. Valamennyi mintdban a Cu(ll)
koncentraciéja 0,05 mol-dm™ volt. A mérésekhez hasznalt fémtorzsoldat **Cu
izotopot tartalmazott, mig a gordgorszagi mérések soran a mintak a természetes
eloszlasnak megfeleléen tartalmaztak a réz kiilonbozo izotdpjait. Kiilso standardként
difenil-pikril-hidrazint hasznaltunk, melyre g =2,0028 .

A komplex ESR paramétereit az alabbi dsszefiiggések alapjan szamoltuk:

H
— 0.0 (15)
g1 =8
H||
Ayfem™']=EEe (16)
h-c
ahol H), a mintdban mért magneses téreré [Gauss]

Hj a standard esetén kapott magneses térerd érték [Gauss]
a; a csatolasi allando6 [Gauss]
¢ a fénysebesség (=2,99792458-10'" cm's™)
Az ESR spektrumok spektralis paramétereit (A, és g,) mar ismert szerkezetil

komplexek paramétereivel osszevetve a fémion koriil kialakulé koordinaciés modra,
a koordindlodé donoratomok kémiai mindségére kovetkeztethetiink. Tobbmagva
komplexek esetén, ha a réz(Il)ionok egymashoz eléggé kozel keriilnek, a komplexek
diamagnesessé valnak, ESR csendesek lesznek.
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4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. A tioéterkén donoratom koordinaciojanak fémionfiiggése

A tioétercsoportot nagyfoku fémionszelektivitas jellemzi, a vizsgalatainkba
ezért a fémionok minél szélesebb korét igyekeztiink bevonni. A kivalasztott
fémionok eltéré hard-soft karakterrel rendelkeztek és a peptidekhez valo affinitasuk
is jelentdésen kiilonbozott. Elsddleges célunk kiilonb6zé helyzetben metionint
tartalmazo6 tripeptidek vizsgalata volt, egyes fémionok esetén azonban — az irodalmi
adatok hianyossdga miatt — a dipeptidek viselkedését is tanulmanyoztuk.
Eredményeinket a tovabbiakban fémionok szerint csoportositva targyaljuk.

4.1.1. Metionintartalmu tripeptidek Cu(Il)komplexei

A 4.1. tablazat a vizsgalt metionintartalmt tripeptidek protonalddasi
allandoit és Cu(Il)ionnal képezett komplexeik stabilitasi allandoit foglalja Gssze.
Osszehasonlitasként a triglicin megfelelé adatait is feltiintettem.

Lathato, hogy a pK értékeket nem befolyasolja jelentdsen a metionil-
oldallanc molekulan beliili helyzete és szama. Kivételt képeznek az N-terminalis
helyzetben metionint tartalmazd peptidek, melyekre a lancvégi aminocsoport
csokkent bazicitasa jellemzo.

Valamennyi ligandum Cu(Il)ionnal azonos dsszetételii ([CuL]", [CuLH.,],
[CuLH,] és [Cul,H.]) komplexek képzOddése kozben reagal, melyek stabilitasi
allandoiban sem tapasztalhatd jelentds eltérés. A komplexek termodinamikai
paraméterei kozotti kis eltéréseket a legjobban a [CuL]” komplex relativ stabilitasat
jellemzé pKo-1gK; (1gBori—1gPiio) értékeket illetve az amiddeprotonalddast jellemzo
allandokat  (pKi@miay=1gBiio—1gBii1,  PKo@miay=lgPiii—1gPii2)  Osszehasonlitva
figyelhetjiik meg.

Az irodalmi elézmények targyalasa soran részletesen ismertettem a nem
koordinalédé oldallanc hatasat a ligandum protonalodasi allandoira, valamint a
képz6d6 komplexek stabilitdsara (3.1.3. alfejezet). Korabbi vizsgalatok
bizonyitottak, hogy az a-szénatom nagykiterjedésii szubsztituense csokkenti azon
kelatgytr(i stabilitasat, amelyben elhelyezkedik. Billo leucintartalmi tripeptidek
vizsgalata soran’® azt tapasztalta, hogy a [CuL]” komplexre jellemzd logK, értéke
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lényegesen kisebb LeuGlyGly esetén, mint GlyGlyGly, GlyLeuGly és GlyGlyLeu
esetében.

A metionin aminosav is tartalmaz egy nagyméretii, hidrofob oldallancot, de
az elobb emlitett hatas tripeptidjei esetén nem figyelhetd meg. Ellenben,
valoszinlileg sztérikus okokbol, kismértékli stabilitds csokkenés jellemzo
valamennyi ligandumra, amely kiilondsen a MetMetMet esetén jelentds.

Az alkil-oldallanc masik, az irodalombol ismert hatasa, hogy eldsegiti azon
peptidnitrogén deprotonalddasat, amellyel egy kelatgyiiriiben talalhatd.”® Ezzel
Osszhangban az N-terminalis helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek, kiilondsen
a MetMetAla és a MetMetMet esetén, az elsé amidnitrogén koordinacidja
kedvezményezett. A kozbensd helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek
(GlyMetGly, MetMetAla és  MetMetMet) masodik  amidnitrogénjének
deprotonalodésara gyakorolt hatds még nagyobb.

A [Cul,H, ] 0sszetételti biszkomplex minden vizsgalt peptiddel képzodik.
Ez azonban nem egy meghatarozé részecske, koncentracidja még ligandumfelesleg
esetén is igen kicsi. A Cu(Il)-GlyGlyGly rendszerben szintén kozolték hasonld
részecske képzodését, amelyben a két ligandum (NH,,N',CO) illetve (NH,,CO)
koordinacioj.

A Cu(Il)komplexek stabilitasi allandoi tehat arra utalnak, hogy valamennyi
metionintartalmu tripeptid esetén a f6 koordinacios helyek a lancvégi amino-, a két
deprotonalodott amidnitrogén és a karboxildtoxigén, a tioétercsoport kismértéki
modosito hatdsa figyelhet6 csak meg.

A spektroszkdpias vizsgalatok (spektrofotometria, ESR, CD) eredményei
azonban a Cu(Il)-kén kolcsonhatas kialakulasat bizonyitjak egyes jol meghatarozott
sztochiometriai Osszetételek esetén, a peptidek aminosavszekvencidjaval szoros
Osszefiiggésben.

Spektrofotometrias vizsgalatok

A f6 részecske, a két peptidnitrogén deprotondlodasaval és
koordinalodasaval képz6d6 [CuLH.,] Osszetételii komplex spektralis paraméterei
nagyon hasonlok, s jo egyezésben vannak a triglicinhez tartozd adatokkal (4.2.
tablazat), ami a ligandumok (NH,,N",N",COQO") koordinacidjat timasztja ala. A 250-
750 nm hullamhossztartomanyban felvett abszorpcios spektrumokban a ~550 nm-es
d-d atmenethez tartozé sav mellett valamennyi vizsgalt ligandum esetén, a
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triglicintdl eltéréen, a 290-330 nm-es hullamhossztartomanyban egy toltésatviteli
sav megjelenését tapasztaltuk (4.2. tablazat), amely a Cu(Il)-S kolcsonhatasnak
tulajdonithat6. Ezen savhoz tartozo abszorbancia a pH fiiggvényében altalaban
maximum, vagy telitési gdrbe szerint valtozik. A pH-tartomany, amelyen beliil
maximalis abszorbancia tapasztalhatd, a metionil-oldallancok szadmatdl és a
tripeptiden beliili helyzetétol fiigg.

4.2. tablazat A ligandumok Cu(Il)komplexeinek fotometrias adatai

ligandum komplex koordinacio d-d Cu-S sav
Amax (€) Amax (€)
GlyGlyGly* | [CuAH,] (NH,,N,N",COO") 553 (150) -
MetGlyGly [CuAl” (NH,,CO,S,,) a 327 (1007)
[CuAH.,] (NH,,N',N,COO") 552 (148) -
GlyMetGly [CuAH,] (NH,,N°,S) a 310 (1039)

[CuUAHL] | (NH,N,N,CO0) | 551 (135) -
GlyGlyMet | [CuAH.] | (NH,N ,N,S/COO) | 546 (157) | 296 (1100)

MetGlyMet [CuA]l" (NH,,CO,S,,) a 326 (480)
[CuAH,] | (NH,,N,N,S/COO") | 544 (194) | 292 (1308)

MetMetAla [CuA] (NH,,CO,S,,) a 320
[CuAH.] (NH,,N’,S) a 320 (757)
[CuAH,] | (NHpN,N,COO) | 544 (167) -

MetMetMet [CuA] (NH,,CO,S,,) a 317 (265)
[CuAH.] (NH,,N’,S) a 308 (610)

[CuAH.] | (NH,,NN,S/COO) | 538(193) | 291 (1104)

a = rossz felbontasu spektrum

A teljes rézkoncentracio alapjan szamolt molaris abszorbancia értéke az
parhuzamosan valtozik. A 4.1. dbran a Cu(Il)-GlyMetGly rendszerben 1:1 fém-
ligandum arany mellett képz6d6 komplexek koncentracideloszlasi gorbéi, valamint a
310 nm-es hullimhosszhoz tartozd molaris abszorbancia értéke lathato a pH
fliggvényében. Ez az abrazolasmod jol szemlélteti, hogy ezen hullamhosszon az
abszorbancia értéke a [CulLH.] komplex koncentracidjaval parhuzamosan,
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maximumgodrbe szerint valtozik, vagyis a CT atmenet a [CuLH,] komplexhez
rendelhetd, e ligandum ezen komplexében alakul ki Cu-S kdlcsonhatas.

120 700
€ (A=310 nm)
[CuLH_J |
100 + cu® 600
+ 500
80
% Cu(ll) -+ 400
60 1 [CuLH_4] .
+ 300
40 +
+ 200
[CuL]"
20T 1 100
0 + t t } } } f + t i + 0
35 4 45 5 55 6 9y 65 7 75 8 85 9
p

4.1. abra A Cu(I)-GlyMetGly rendszerben képz6dé komplexek koncentracioeloszlasi
gorbéi és a 310 nm-es hullamhosszhoz tartozé molaris abszorbancia értéke a pH
fiiggvényében (ceyay=cL =4 10 mol-dm™)

A metionint N-terminalis helyzetben tartalmazo tripeptidek esetén ellenben
a [CuL]’, mig C-terminalis helyzetben tartalmazoknidl a [CuLH.,] osszetételii
komplex jelenlétekor figyelhetd meg a Cu-S kdlcsonhatasra utalo toltésatviteli sav.

Tobb metionint tartalmazo tripeptidek Cu(Il)komplexeinek abszorpcios
spektruma Osszetettebb, a toltésatviteli sav tobb komplex jelenlétekor is
megfigyelhetd az elobb ismertetettel analdg modon. Nevezetesen a MetMetAla
jelentkezik, nagyobb pH-n, ahol a [CuLH,] az egyediili részecske az oldatban,
eltinik. A Cu(Il)-MetGlyMet rendszerben két eltér6 CT sav megjelenése
tapasztalhat6. Az elsé CT sav (326 nm) kis pH-n, a [CuL]" komplex képzédésével
parhuzamosan fejlédik ki, de a [CuLH_;] komplex képzddésekor eltlinik. Nagyobb
pH-n egy 1j, intenzivebb CT sav figyelhet6 meg, amely a [CuLH.,] komplexhez
rendelhetd. Ellenben a Cu(Il)-MetMetMet rendszerben a CT sav a teljes vizsgalt pH-
tartomanyban észlelhetd. E sav abszorpciés maximuma azonban a nagyobb energidk
felé tolodik el és a molaris abszorbancia is né a pH novelésével, ami azt tdmasztja
ala, hogy a [CuL]" komplexben az elsé, a [CuLH.,] komplexben a masodik, mig a
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[CuLH.,]" komplexben a harmadik metionil-oldallancbeli kénatom koordinaloédik a
fémionhoz.

Az abszorpcids spektrum alapjan nem lehet egyértelmiien eldonteni, hogy a
tioétercsoportot tartalmazd oldallanc axialis, vagy ekvatorialis helyzetben
koordinalodik a fémionhoz. A képzddd komplexek szerkezetérdl azonban tovabbi
informacié nyerhetd ESR és CD spektroszkopias vizsgalatok segitségével.

ESR spektroszkopias vizsgalatok

A kiilonboz6 komplexek lefagyasztott oldatokban felvett ESR spektrumai a
parhuzamos tartomanyban jol elkiiloniilnek, igy a legtobb esetben az Ay és g
értékek konnyen szamithatok. A igy kapott adatokat a 4.3. tablazatban tiintettem fel.

A [CuL]” komplexek ESR paraméterei gyakorlatilag megegyeznek a
triglicin megfeleld komplex¢hez tartozd értékekkel. Az N-terminalis helyzetben
metionint tartalmazo tripeptid, a MetGlyGly esetén azonban a hiperfinom csatolasi
alland6 (A;) kismertekli novekedése €s a g, €rtekének csokkenese figyelhetdé meg,
amely a kénatom koordinalodasat jelzi.

Kozbens6é helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek (GlyMetGly,
MetMetAla, MetMetMet) [CuLH,] komplexének ESR paramétereit a triglicin
megfeleld komplexének adataival Gsszevetve a hiperfinom csatolasi allando (Ay)
kismértékii novekedése és a g értékének csokkenése lathatd. Ez a tapasztalat az
abszorpcids spektrumbeli intenziv CT savval egyiitt arra utalhat, hogy a kénatom
ekvatorialisan  koordinalodik, illetve (NHp,N',CO,S,) ¢és (NH,,N',S,CO,)
koordinéacids moda komplexek vannak egymassal egyensulyban.

A C-terminalis helyzetben metionint tartalmazé tripeptidek (GlyGlyMet,
MetGlyMet, MetMetMet) [CuLH.,] 6sszetételti komplexeiben a Cu(Il) koordinacios
szférajaban az amino- és a két deprotonalddott peptidnitrogén mellett a negyedik
ekvatorialis helyet a karboxilatoxigén vagy a tioéterkén foglalhatja el. El6bbi
koordinaciés modd jellemz6 a C-termindlis helyzetben glicint (vagy alanint)
tartalmazo peptidek komplexére, mig ha az aminosavszekvencidban ugyanezen a
helyen metionin talalhatd, akkor mind a kétféle koordinacid6 megvalosulhat. Ezzel
egyezésben a GlyMetGly, a MetGlyGly és a MetMetAla [CuLH.,] komplexének
ESR paraméterei megegyeznek a triglicin analég komplexét jellemzo értékekkel. A
C-terminalis helyzetben metionint tartalmaz6 tripeptidek esetén ellenben a vizsgalat
korililményei mellett a kétféle koordinacios modu komplex keveréke képzodik. Az
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(NHp,N,N,COO") ¢és a (NHp,N,N',S) koordinaciojii izomer ESR paraméterei
kiilonbozoek, igy oldatbeli aranyuk az egyes ligandumok esetén meghatarozhato
volt. A csak egy metionil-oldallancot tartalmazé GlyGlyMet esetén 60%, mig a
MetGlyMet esetén 50%, a harom metionin aminosavbol felépiild tripeptid esetén

pedig csupan 10% a [CuLH.,]" Osszetételt részecskék koziil, amelyben a tioéterkén
koordinalodik a Cu(Il)ionhoz.

4.3. tablazat A vizsgalt tripeptidek Cu(Il)komplexeinek ESR paraméterei

ligandum komplex koordinacié g Ay (10 em™)
[CuL]’ (NH,,CO) 2,330 161
GlyGlyGly* | [CuLH,] (NH,,N,CO) 2,256 181
[CuLH,] | (NH,N,N,COO) 2,202 201
[CuL]” | (NH,CO)/(NH,S) | 2,324 163
MetGlyGly | [CuLH.] (NH,,N',CO) 2,257 179
[CuLH,] | (NH,N,N,COO) 2,202 202
[CuL]’ (NH,,CO) 2,330 162
GlyMetGly | [CuLH.] (NH,,N',S) 2,253 186
[CuLH,] | (NH,N,N,COO0) 2,205 202
QLI | e | 22 | 180
GlyGlyMet [((:ju]I:II;I_l]_ (NH, NN .COO) a a
[CulHo] (NH,N'N',S) 2,174 207
[CuL]” | (NH,CO)/(NH,,S) a a
MetMetAla | [CuLH,] (NH,,N',S) 2,250 187
[CuLH.,] | (NH,N,N,COO) 2,201 201
ccuLy | (NERCO)/(NHLS) a a
MetGlyMet | [CuLH.] m%—’i—’,%%& 2’%&49 127
[CulHo] (NHLN'N'S) a a
(CuL]" (NHZQ’\ICO) / (NSI)JZ’ K 2 2a49 13
H,, N, : 7
MetMetMet [g‘%g"]_ (NH,, N, N,COO) | 2,192 199
[CulHo] (NH,, N, N, S) a a

a = rossz felbontasu spektrum

Az el6z6 bekezdésben elmondottak jol lathatok a 4.2. abran, amelyen a
vizsgalt ligandumok [CuLH_,] dsszetételii komplexeinek ESR spektrumai lathatok.
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10mT

4.2. abra A [CuLH.,] &sszetételii komplexek ESR spektrumai
a, GlyGlyGly b, MetGlyGly ¢, GlyMetGly d, MetMetAla e, GlyGlyMet
f, MetGlyMet g, MetMetMet

CD spektroszkopias vizsgalatok

A 4.3. 4bran jellemz6 példaként a Cu(Il)-GlyMetGly rendszerben 1:1 fém-
ligandum arany mellett, kiilonb6z6 pH-kon felvett CD spektrumok lathatok. A mért
spektrum a legtobb esetben kiillonb6z6 komplexek keverékétdl szarmazik, de a
PSEQUAD nevii program segitségével az ered6 spektrumbodl az egyedi részecskék
spektruma szamithatd, amely az elébb emlitett rendszerre a 4.4. abran lathato.

A vizsgalt peptidekkel képz6dé komplexek szamitott spektrumainak
fontosabb CD paramétereit a 4.4. tablazat foglalja 0ssze. A vizsgalt hullamhossz
tartomanyban (280-800 nm) az észlelt Cotton effektusok (a tovabbiakban CE)
valamennyi ligandum komplexei esetén az alabbi harom atmenettipushoz
rendelhetdk: d-d (500-800 nm), N" (amid) = Cu(Il) (280-310 nm) és S (tioéter) =
Cu(Il) (320-360 nm). Az NH, = Cu(ll) CT savok altalaban a 250-280 nm
tartomanyban figyelhet6k meg, de a ligandum atmeneteivel atfednek, igy a hozzajuk
tartoz6 paramétereket nem lehet pontosan meghatarozni. Emellett az aminocsoport
valamennyi komplexben koordinalodik a fémionhoz, igy az NH, = Cu(Il) atmenet
valtozasa csak kevés informaciot szolgaltat a komplexek koordinacios modjarol.
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4.3. abra A Cu(Il)-GlyMetGly rendszer CD spektruma
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4.4 abra A GlyMetGly Cu(Il)komplexeinek CD spektruma
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4.4. tablazat Az egyes ligandumok Cu(Il)komplexeinek CD paraméterei

ligandum | N"—>Cu(Il) | S—Cu(l) d-d
GlyAlaGly - - 610(+0,04); 760(-0,08)
GlyMetGly - - 768(-0,23)

+_ | GlyGlyMet - - 590(-0,12)

2 | MetGlyGly - 331(-0,77) 720(-0,26)

S| MetGlyMet - 330(-0,98) 540(+0,10); 710(—0,27)
MetMetAla - 330(-0,85) 566(—0,32); 790(~0,27)
MetMetMet - 325(-0,95) 560(~0,56); 755(-0,55)
GlyAlaGly | 305(+0,72) - 560(—0,11); 730(-0,27)
GlyMetGly | 310¥"(+0,54) | 350%(+0,42) 544(+0,05); 720(-0,34)

; GlyGlyMet | 290(+0,29) - 569(+0,19); 722(-0,13)

= | MetGlyGly | 302(+0,09) - 560(—0,03)

O | MetGlyMet | 310(+0,12) - 556(+0,07); 720(~0,09)
MetMetAla | 310*(+0,47) | 340"(+0,45) 540(+0,07); 700(—0,63)
MetMetMet 310" 356"41(+0,36) 544(+0,28); 716(—0,45)
GlyAlaGly | 302(+0,50) - 559(-0,85)

| GlyMetGly | 301(+0,69) - 562(~0,86)

E GlyGlyMet | 296(-0,69) 347(+0,06) 563(~0,69)

3 | MetGlyGly | 297(+0,38) - 485(+0,03); 545(—0,02); 612(+0,04)

S | MetGlyMet | 300(-0,26) 350(+0,04) 558(-0,61)

| MetMetAla | 304(+0,52) - 557(-1,28)
MetMetMet | 283(-0,49) 335(+0,46) 548(~1,65)

Valamennyi ligandum [CuL]” komplexéhez igen kis intenzitisu, negativ
Cotton effektusu d-d atmenet tartozik. Ezen atmenet kis intenzitdsa magyarazhatd
Sigel és Martin korabbi megallapitasai ismeretében.” A fémionhoz koordinalodé
donorcsoportok ugyanis eltéré6 mértékben képesek tovabbitani a kozeli oldallanc
asszimetriajat. E tulajdonsag alapjan a kdvetkezo sorrend allithat6 fel:

N (amid) > NHCO (amid) > COO > NH,.
A lathat6 tartomanybeli CE-k kis intenzitasa és az N (amid)=>Cu(ll) CT atmenetek
hidnya azt tamasztja ald, hogy valamennyi peptid [CuL]™ komplexét (NH,,CO)
koordinécid jellemzi. Az N-terminalis metionint tartalmazé tripeptidek esetén, a
tobbi vizsgalt ligandumtdl eltérden, 330 nm koriil egy kozepes intenzitast, negativ
Cotton effektusi CT sav jelenik meg, melynek intenzitdsa a pH fiiggvényében
maximum gorbe szerint valtozik. A maximalis effektus azon a pH-n tapasztalhato,
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ahol a [CuL]" komplex koncentracija a legnagyobb. Az emlitett toltésatviteli sav a
S(tioéter)—> Cu(Il) atmenethez rendelhetd és a tioéter oldallanc axidlis koordinaciojat
jelzi (4.5.a abra).

O, (0]
N\ 7
) /C—ClH—NH—C/ CH,

N\
CH, 0 R CH CH,
/ ~ R Rz 2
AL, S .
i O=C—l—NH—CH—C—NH—CH—C O N - ~CHj
i AN \O' C NS
i CH | Cu(In)
Culy o
N, r CNH,
a 1 b
R, 0 R
Vi 7o X 0 CH;
CH—C Cc—o0 CH—C s’
N W Wchr o0 W N (C,)
/N N \C/ ~cu— "
| Cu(In) _CH, _ | Cu(IT) |
CH_ .~ g CH .~ T G
R 1/ ~NH, /s CH, R 1/ ~N, o/C\o
CH;

C
4.5. abra A Cu(Il)komplexek feltételezett szerkezete
a, a MGG, MMA, MGM és MMM [CuL]" komplexe, b, a GMG, MMA és MMM [CuLH_,]
komplexe, ¢, a GGM, MGM és MMM [CuLH,,] komplexe

A 4,5-8 pH-tartomanyban képz6d6, [CulLH.] 0sszetételi komplex
abszorpcios spektrumaban egy széles sav megjelenése tapasztalhatdo 630-650 nm
hullamhossznal, 6sszhangban a két nitrogén donoratom (a lancvégi amino- és az azt
kovetd deprotonalodott peptidnitrogén) koordinacidjaval. Ellenben a CD
spektrumban a d-d atmenet tobbnyire felhasad: egy kis intenzitasu, negativ eldjeli
(700-730 nm) és egy még kisebb intenzitasu, pozitiv eldjelil (540-570 nm) CE-ra. A
CD atmenet intenzitisa kozbensé helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek
Cu(Il)komplexei esetén a legnagyobb, hiszen a kiralis informéciot tovabbitd
képessége a deprotonalddott és koordinalodott amidnitrogénnek a legnagyobb. Az
N'(amid)=>Cu(ll) atmenet valamennyi rendszerben megfigyelhetd, s ezek
intenzitasa is hasonloan valtozik. A S(tioéter)=>Cu(Il) CT atmenet azonban csak a
kozbensé helyzetben metionint tartalmazd tripeptidek [CuLH,;] komplexeiben
jelenik meg. Ebben az esetben a pozitiv Cotton effektusu S(tioéter)—> Cu(ll) atmenet
az N'(amid)=>Cu(II) CT savon voroseltolodasu vallat eredményez. A CE eléjelének
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valtozasa eltér6 kotésmod kialakulasara, a tioéter-oldallanc ekvatorialis
koordinacigojara utal (4.5.b abra). Ezen atmenet a Cu(Il)-GlyAlaGly [CulLH,]
komplexének spektrumaban nem talalhatd meg, amely tovabbi bizonyitékként
szolgal arra, hogy a kdzbensd helyzetben metionint tartalmazoé tripeptid analdg
komplexében a tioéterkén donoratom koordinalodik.

0,75

§.0.25 1
g 05 | —*- GlyMetGly
e - GlyGlyMet
0.-0,75 + yey
4 ] - MetGlyGly
—— MetGlyMet
1,251 —e— MetMetAla
1,51 — MetMetMet
'1 ,75 T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

A [nm]
4.6. abra A vizsgalt tripeptidek [CuLH_,] 6sszetételii komplexeinek CD spektrumai

Az 0sszes vizsgalt ligandum [CulLH_,,] 0Osszetételii komplexének stabilitasi
allandoja, UV-lathato és ESR paramétere nagyon hasonld, CD spektrumukban (4.6.
abra) azonban jelentOs eltérés tapasztalhato. E komplexek CD adatait (4.4. tablazat
és 4.6. abra) Osszehasonlitva a kdvetkezé megallapitasok tehetok:

e A d-d és az N'(amid)=>Cu(Il) CT atmenetek intenzitasa jelentésen fligg az

oldallanc helyzetétdl, az egy metionil-oldallancot tartalmazo tripeptidek esetén az
alabbi sorrendben csokken: GlyMetGly > GlyGlyMet >> MetGlyGly.
Az oldallanc kiralitasat eltéré sajatsagu koordinalodd donoratomok tovabbitjak,
kiilonb6zo hatasfokkal: az els6 esetben két deprotonalddott amidnitrogén, a masodik
esetben a metionin peptidnitrogénje (N'(amid)) mellett egy karboxilatoxigén, a
legkisebb intenzitasuban pedig egy aminonitrogén koordinalodik az amidnitrogén
mellett.

e A tobb optikailag aktiv oldallancot tartalmazo peptidek esetén érvényes az

additivitasi szabaly. Korabban leucint illetve alanint tartalmazé tripeptidek esetén
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tapasztaltak hasonlo szabalyszeriiséget.'”

Mivel az Osszefiiggés egy adott
hullamhosszhoz tartozo értékek esetén alkalmazhatd, ezért a 4.5. tablazatban
valamennyi vizsgalt ligandum [CuLH ] 0sszetételii komplexének 560 valamint 300
nm hullamhosszon tapasztalt CD intenzitdsat tiintettem fel; el6bbi a d-d, mig utébbi
a N'(amid)~>Cu(Il) CT savhoz tartozik. A MetGlyMet, MetMetAla ¢s MetMetMet
esetén a d-d atmenetre jellemz6 mért és szamitott értékek jo egyezésben vannak. (A

MetMetAla esetén a GlyGlyAla irodalmi adatat® hasznéltuk a szamitas soran.)

4.5. tablazat A vizsgalt tripeptidek [CuLH_,] 0sszetételi komplexeinek két kivalasztott
hulldmhosszon tapasztalt CD intenzitasai

300 nm 560 nm

ligandum mért szamitott® mért szamitott
GlyAlaGly +0,49 -0,84
GlyMetGly +0,69 0,86
GlyGlyAla®* | nincs adat —0,42
GlyGlyMet 0,67 0,68
MetGlyGly +0,37 -0,01
MetGlyMet -0,26 -0,30 -0,61 -0,69
MetMetAla +0,50 -1,27 -1,29
MetMetMet -0,20 +0,38 -1,60 -1,55

? Additivitast feltételezve.

e A CD spektrumok kozeli UV-tartomanyaban jelentOs eltérés tapasztalhato
az atmenetek eldjelében és intenzitasdban is. N-terminalis és/vagy kozbenso
helyzetben metionint tartalmazé tripeptidek (GlyMetGly, MetGlyGly ¢és
MetMetAla) spektrumaban csak az N'(amid)=>Cu(ll) atmenet figyelhetd meg,
melyekre jelentds pozitiv Cotton-effektus jellemz6 és az additivitas is érvényes. C-
terminalis helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek (GlyGlyMet, MetGlyMet,
MetMetMet) esetén ellenben az N'(amid)—>Cu(Il) és a S(tioéter)=>Cu(ll) atmenet
egymadssal atfedésben észlelhetd, ami az adatok értelmezését igen megneheziti.
Korabban C-terminalis helyzetben alanint és leucint tartalmaz6 tripeptidek
Cu(IDkomplexeit vizsgaltak, melyek soran azt tapasztaltak, hogy érvényesiil az
additivitas és az N'(amid)=>Cu(ll) CT atmenethez negativ eldjelii Cotton-effektus
tartozik."® GlyGlyMet és MetGlyMet esetén az irodalmihoz hasonlé viselkedés
tapasztalhatd, mig MetMetMet esetén a mért és az additivitas feltételezésével
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szamitott érték jelentdsen eltér egymastol. Ez az eltérés valosziniileg abbol adodik,
hogy a tioétercsoportot tartalmazé oldallanc eltéré modon koordinalodik az egyes
ligandumok komplexeiben.

Azaz a 4.4. tablazat adatai alapjan valoszintsithetjiik, hogy az oldallancbeli
tioétercsoport axidlis koordinacigjat jelentds mnegativ, mig ekvatorialis
koordinaciojat kevésbé intenziv pozitiv eldjelil Cotton-effektus kiséri.

Megallapithatjuk tehat, hogy Cu(ll)-ionnal valo komplexképzédés sordan a
peptidlancnak van meghatdarozo szerepe, emellett azonban a tioétercsoport térbeli
helyzetétdl fiiggéen a kéenatom koordinacioja is megvalosulhat egyes komplexekben,
melyek Osszetétele és a peptid aminosavszekvencidja kézott szoros dsszefiiggés
figyelheté meg. Nevezetesen a Cu-S kélcsonhatas a [Cul]", [CuLH.)] illetve [CuLH. ;]
osszetételli komplexekben mutathato ki N-termindalis, kézbensé helyzetii illetve C-
terminalis metionint tartalmazo tripeptidek esetén.

4.1.2. Metionintartalmu tripeptidek Ni(Il)komplexei

A Ni(IDion a vizsgalt metionintartalmii peptidekkel a tripeptidekre
altalanosan jellemz6 moédon, stabil monomer komplexek képzodése kozben reagal.
A 16 részecske, a [NiLH.,] Osszetételli komplex, a két peptidnitrogén kooperativ
deprotonalodasaval jon Ilétre. A 4.6, tablazat a vizsgalt ligandumok
Ni(Il)komplexeinek stabilitasi allandoit foglalja 6ssze.

Valamennyi Ni(II)-tripeptid rendszer titralasi gorbéje két részecske, a [NiL]"
és a [NiLH,] 0Osszetételii komplexek feltételezésével illeszthet6. Eldbbire a
(NH,,CO) koordinaciés mod és oktaéderes geometria jellemzd, mig utdbbiban a
ligandum (NH,,N",N",COQ") koordinaciojaval siknégyzetes geometria valosul meg.

A pKo-lgK;  (IgBoii—lgPiig) értékeket a triglicin megfeleld adataval
osszevetve a [NiL]" komplexek stabilitisianak kismértékdi novekedésére
kovetkeztethetiink MetGlyGly és MetGlyMet esetén. A leucintartalmu tripeptidek
vizsgalata sordn ellenben a [NiL]™ komplexek kismértékii stabilitascsdkkenését
tapasztaltak, amit az N-terminalis helyzetben 1év6 aminosav nagy térkitoltési
oldallancanak sztérikus hatasival magyaraztak.”® Tehat a MetGlyGly és MetGlyMet
komplexének megndvekedett stabilitisa csak a tioéterkén donoratom
koordinacidjanak kovetkezménye lehet, ezt tamasztjak ala a spektrofotometrias és a
CD spektroszkopias vizsgalatok eredményei is.
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4.6. tablazat A metionintartalmu tripeptidek Ni(II)komplexeinek stabilitasi allandoi
(I=0,2 mol-dm™ (KCI), T=298 K )

ligandum [NiL]* [NiLH_,] pKs-lgk, PKamia)"
GlyGlyGly™ 3,71 -12,82 4,22 8,27
MetGlyGly 3,45(5) -12,35(4) 3,86 7,90
GlyMetGly 3,91(6) -12,22(5) 4,07 8,07
GlyGlyMet 3,87(5) -12,46(5) 4,06 8,17
MetMetAla 2,88(9) -11,76(3) 4,36 7,32
MetGlyMet 3,46(5) -11,63(4) 3,85 7,54
MetMetMet 2,47(14) -11,61(3) 4,76 7,04

* A két protonhoz tartozo atlagérték, a deprotonalodas 1épcs6i nem kiiloniilnek el.

Spektrofotometrias vizsgalatok

4

5

7 pH

4.7. abra A Ni(II)-MetGlyGly rendszerben képz6dé komplexek koncentracideloszlasi gorbéi
(Cniy™ CmGG= 4-10” mol-dm™)

A 4.7. dbran a Ni(Il)-MetGlyGly rendszerben 1:1 fém-ligandum arany

mellett képzodd komplexek koncentracioeloszlasi

gorbéi lathatok a pH

fiiggvényében. Bar a Ni(Il)-triglicin rendszer koncentracideloszlasa nagyon hasonlo,

a savas pH-tartomanyban abszorpcios spektrumukban jelentOs eltérés tapasztalhato.
A Ni(II)-MetGlyGly rendszer spektruméaban ugyanis a [NiL]" dsszetételii komplex
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képzodésével parhuzamosan a 258 nm-es hulldmhosszon egy intenziv CT sav
jelenik meg. Ez a sav valamennyi N-termindlis helyzetben metionint tartalmazo
tripeptid esetén megfigyelhetd; triglicin, GlyGlyMet és GlyMetGly esetén azonban
nem talalhat6 a spektrumban. A sav léte arra utal, hogy az N-terminalis helyzetben
metionint tartalmazé tripeptidek [NiL]" dsszetételii, oktaéderes komplexében gyenge
S(tioéter)—> Ni(Il) kolcsonhatas alakul ki.

A sav a pH novelésével eltlinik, a f6 részecskére, a [NiLH,,]" Osszetételii
komplexre jellemzd, ~270 nm hulldmhossznal jelentkezd, N'(amid)—>Ni(Il) atmenet
Utbbbi [NiLH.,]" Osszetételii
komplexére jellemzd. Ezen siknégyzetes geometriaji komplexek d-d atmenetéhez

valtja fel. sav valamennyi vizsgalt ligandum
tartoz6 sav abszorpcids maximuma egy igen szilk intervallumban helyezkedik el:
429+2 nm. Ezek a spektralis paraméterek tehat azt jelzik, hogy a metionin
oldallancéban talalhat6 tioéterkén donoratom nem koordinalédik a siknégyzetes,
diamagneses komplexekben.

CD spektroszkopias vizsgalatok

A CD spektrumok alatdmasztottadk a pH-potenciometrias és spektroszkdpias

vizsgalatok eredményei alapjan feltételezett szerkezeteket, emellett tovabbi
informaciokat szolgaltattak a ligandumok komplexképzd sajatsagairdl. A vizsgalt
tripeptidek Ni(II)komplexeinek CD spektrumaban jelentds eltérések tapasztalhatok,

paramétereiket a 4.7. tablazat foglalja 0ssze.

4.7. tablazat A vizsgalt tripeptidek Ni(Il)komplexeinek CD paraméterei

ligandum komplex | N'—Ni(Il) | S—Ni(Il) d-d
[NiL]" 261(+0,13)
MetGlyGl
COYGlY | iy | 237(-2.45) 495(-0,22); 424(+0,38)
GlyMetGly | [NiLH ] | 250(+8,35) 479(-1,50)
GlyGlyMet | [NiLH ] | 236(+1,89) 454(-1,27)
[NiL]" 257(+0,23)
MetMetAla | \iri 1 | 250(+9.30) 475(-2,96)
[NiL]" 253(+0,60)
MetMetMet
GV | INILHLLT | 248(+8,77) 474(-3,06)

63




Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

A S(tioéter)=>Ni(II) CT atmenet csak az N-terminalis helyzetben metionint
tartalmazd tripeptidek [NiL]" komplexeire jellemzd. Ezen CD atmenet intenzitasa az
oldallanc szadmanak ndvekedésével né (MetMetMet > MetMetAla > MetGlyGly),
ami jelzi, hogy az N-terminalis helyzetben 1év0 metionin oldallancaban talalhato
tioéterkén donoratom koordinacidja elOsegiti tovabbi tioétercsoportok kotddését.
Mivel az oktaéderes [NiL]"™ komplexben igen nagyszamu szabad koordinacios hely
talalhato, lehetdség van egynél tobb kénatom koordinalddasara is.

10 -

Ae [dmsmol'lcm'll

szamolt MMM

MMM

4.8. abra A vizsgalt tripeptidek [NiLH_ ;] 6sszetételi komplexeinek CD spektrumai

Valamennyi vizsgalt rendszerben pH>9 esetén egyetlen részecske, a [NiLH,|
Osszetételi komplex, talalhatdé az oldatban, melyek abszorpcidés spektruma
valamennyi peptid esetén szinte teljesen megegyezik, CD spektrumuk is minden
esetben tartalmaz 470 nm koriil egy d-d és 250 nm koriil egy N'(amid)=>Ni(Il) CT
atmenethez tartozd savot, ezek intenzitasa azonban jelentdsen eltér az oldallanc
szamatol €s helyzetétol fiiggden (4.8. abra). A [NiLH,] Osszetételi komplex N
(amid)=>Ni(Il) atmenetét igen jelentés Cotton-effektus jellemzi, ha a tripeptid
kozbenso helyzetben tartalmaz metionint, ellentétes esetben az dtmenet intenzitasa
sokkal kisebb. Korabban nem koordindlodd oldallancot tartalmazo tripeptidek
Ni(IDkomplexeit vizsgalva tapasztaltak hasonlod tendenciat: az optikailag aktiv
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oldallancot kézbens6é helyzetben tartalmazé ligandum komplexének CD intenzitasa
volt a legnagyobb.'*

A siknégyzetes geometridji, [NiLH,] 0Osszetételi komplexek és a
megfeleld, tetragonalis Cu(Il)komplexek d-d atmeneteire vonatkozd eredmények
nagyon hasonldak.

e Az optikailag aktiv oldalldnc aszimetridjanak terjedése alapjan az alabbi
sorrend allithatd fel: GlyMetGly > GlyGlyMet >> MetGlyGly. Ez a d-d atmenet
intenzitdsanak csokkenésében nyilvanul meg.

e A harom optikailag aktiv aminosavbol felépiilé peptidek (MetMetAla és
MetMetMet) komplexei esetén a d-d atmenethez igen intenziv CE tartozik, amelyre
a CD intenzitasok additivitdsanak feltételezésével szamitott (475 nm (+2,81)) és a
mért érték jo egyezésben van.

A Ni(ll)ionokkal valo kélcsénhatas soran tehat az oldallancban taldalhato
tioétercsoport csak mdsodlagos szerepet jatszik. Valamennyi vizsgalt tripeptid
esetén a fO0 részecskében, a [NiLH.,]" Osszetételii komplexben, a peptidekre
dltalanosan jellemzé koordindcios mod ((NH,N,N,COQO)) valosul meg. A
tioetercsoport gyenge koordindcioja csak az N-termindlis helyzetben metionint
tartalmazo tripeptidek [NiL]" dsszetételii, oktaéderes komplexében mutathaté ki.

4.1.3. Metionintartalmu di- és tripeptidek Zn(II)-, Co(II)- és
Cd(II)komplexei

A vizsgalt fémionok koziil a Zn(Il)-, a Co(I)- és a Cd(Il)ionok egyszerii,
oldallancban donoratomot nem tartalmazé peptidekkel hasonléan reagélnak: kis-
stabilitasti komplexek képzddnek, az amidnitrogén deprotonaldodasa nem kovetkezik
be. A valasztott metionintartalmii peptidek vizsgalata soran is hasonld viselkedést
tapasztaltunk a fémionok e csoportja esetében, ezért a kapott eredményeket egylitt
targyaljuk.

A 4.8. tablazat a dipeptidek komplexeinek stabilitasi allandoi tartalmazza. A
tioétercsoportot tartalmazé két dipeptid mellett Oszehasonlitasként vizsgaltuk a
GlyVal-t is, amely hasonlé méretii, nem koordinal6do, alifas oldallancot tartalmaz.
A kapott adatok alapjan a kdvetkezoket allapithatjuk meg:

e Valamennyi vizsgalt ligandummal azonos Osszetételi komplexek
képzédnek, melyek stabilitasi allandoja kisebb, mint a megfelelé Cu(ll)- és
Ni(Il)komplex esetén.
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e Az amidnitrogén deprotonalodasa nem kovetkezik be, a képz6dé [MLH ]
Osszetételll komplexek hidroxokomplexek.

o A pKy-lgK,; értékek ezen fémionok esetén sem utalnak a tioéterkén
donoratom koordinaciojara, a metionintartalmu peptidek esetén a nem koordinalodo
oldallancnak a komplex stabilitasara gyakorolt hatasa figyelheté meg.

4.8. tablazat A vizsgalat dipeptidek komplexeinek stabilitasi allandoi
(1=0,2 mol-dm™ (KC1/ KNOs), T=298 K)

peptid MA MA, MAH,, |logK/K; | pKnu:-log K,
Glyval | 3,493) |6,23(03)]-4,9300.6)] 0,75 4,66

S | GlyMet | 3,493)  637(4)  -4524) | 0,61 4,61

N | MetGly | 2512) | - | -515(1) ; 4,98

— | Glyval [ 3.12) | 5416 | 62765) | 083 5,03

T | GiyMet | 2,991) | 5423) | -6.436) | 0,56 5,11

© I MmetGly | 2454) | - -62805) ; 5,04

~ | GlyGly | 3.052) [ 5274 [ 6193) | 0.83 5,04

S | GlyMet | 2.943) | 546(4)  -6,637) | 042 5,18

© | MetGly | 2,443) | 439(10) | -6,633) | 049 5,07

A komplexek stabilitasi alland6i Cu(Il)- és Ni(Il)ion esetén sem minden
esetben utaltak a tioétercsoport és a fémion kozott kialakuld kolcsonhatasra,
spektroszkopias moédszerekkel azonban kimutathatdé volt ennek léte. A Zn(II)-,
Co(Il)- és Cd(IDionok peptidekkel valdé kolcsonhatasa kismértékil, ezért a
szerkezetvizsgald modszerek is kevés informaciot nytjthatnak. Ezen fémionokra
gyors ligandumcsere jellemz6, a '"H NMR spektrumokban atlagjeleket kapunk, igy a
jelek kismértéki eltolddasat varhatjuk csupan.

A harom fémion koziil a Cd(Il) esetén vartuk leginkabb, hogy a kénatom
koordinacidja megvalosul, hiszen e 4d fémion soft karakterti, az irodalombol ismert,
hogy tiolokhoz valé affinitaisa meglehetésen nagy. Ezen fémion esetén
rendelkezésiinkre allt egy érzékeny kisérleti technika, a ''*Cd NMR is.

Az irodalmi adatok hidnyossdga miatt (tioéterkén donoratomot tartalmazé
ligandumok Cd(II)komplexeit '*Cd NMR technikaval nem vizsgaltik korabban) a
metionintartalma  dipeptid (MetGly) mellett 0Osszehasonlitasként a GlyGly
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komplexét is vizsgaltuk azonos kisérleti koriilmények kozott (azonos fém-ligandum
arany (1:3), koncentracioé (ccqan=0,05 mol-dm™) és pH mellett). Mindkét esetben kb.
60 ppm kémiai eltolodasnal kaptunk egy, a gyors ligandumcsere miatt kiszélesedett
jelet. A '"Cd NMR kémiai eltolodas értéke igen érzékeny arra, hogy milyen
donoratomok koordinaldédnak (3.6. abra). A tiolcsoportot tartalmazd ligandumok
komplexei esetén a kénatom koordinacidjanak hatasara a jel nagymértékben
eltolédott a nagyobb kémiai eltolodasok iranyaba, ezért feltételezésiink szerint a
Cd(II)-tioéterkén kolcsonhatds kialakuldsa is jelentOs eltérést eredményezne. A
GlyGly és a MetGly esetén kozel azonos kémiai eltolodasnal kapott jel arra enged
kovetkeztetni, hogy mindkét peptid azonos mddon koordinalodik. A glicin €s az
altalunk vizsgalt peptidek esetén is (N,O) koordinacié valoésul meg, ami hasonlo
kémiai eltolédast eredményez. Ezzel 0Osszhangban a legegyszeriibb aminosav
kadmium(I)komplexeinek vizsgalata soran a [CdL]" 0Osszetételii komplexre
korabban 53,6 ppm kémiai eltolodast kaptak.'”®

A kapott eredmények alapjan tehat a Zn(ll)-, Co(1l)- és Cd(Il)komplexekben
a tioeterken  donoratom  koordinaciojat  gyakorlatilag  kizarhatjuk. A
metionintartalmii peptidek mindhdrom fémionnal [ML]" dsszetételii komplex
képzodese kozben reagadlnak, melyben a peptid (NH,, CO) koordindcioju.

4.1.4. Metionintartalmu di- és tripeptidek Pd(II)komplexei

A Pd(Il)ion soft karakterének megfelel6en erdsen koti a kén donoratomot,
emellett az amidkotés deprotonadlodasat és koordinalodasat is eldsegiti, igy
peptidkomplexei igen nagy stabilitasiak. Mivel a metionintartalmu dipeptidekkel
képezett komplexeit oldategyensulyi szempontbdl korabban nem vizsgaltak, igy a
vizsgalt ligandumok korét, a tripeptidek mellett két dipeptidre (GlyMet és a MetGly)
is kiterjesztettiik.

A potenciometrias, NMR és CD spektroszkopias vizsgalatok egyarant
alatamasztjak, hogy e fémionnal a tioétercsoport az elsédleges fémionmegkotd hely.
Ez a komplexek kiemelkedden nagy termodinamikai stabilitasat €s a szokasostol
szamottevoen eltérd szerkezetek kialakulasat eredményezi. A  korabbi
targyalasmodtol  eltéréen, az egyes ligandumok eredményeit kiilon-kiilon
ismertetem, mivel a Pd(Il)ionnal az egyes peptidek viselkedése jelentOsen eltér.

A 4.9. abran jellemzo példaként a harom egy tioétercsoportot tartalmazo
tripeptid 1:1 fém-ligandum aranyhoz tartozo titralasi gorbéje lathatd. A korabban
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ismertetett fémionokkal (Cu(Il), Ni(Il), Zn(II), Cd(Il), Co(Il)) ellentétben, amelyek
esetén a kiilonbozé ligandumokhoz tartozé gorbék gyakorlatilag egyiitt futnak, a
Pd(Il)ion esetében nagymértékben eltérnek egymastol, ami azt jelzi, hogy a
Pd(ID)ion a harom ligandummal eltérd osszetételii és stabilitastt komplexeket képez.

12 4

2 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
KOH ekvivalens

4.9. abra Pd(Il)-egy tioétercsoportot tartalmazo tripeptid rendszerek titralasi gorbéi
1:1 fémion-ligandum arany, cpqan= 2,5‘10’3 mol-dm

GlyMetGly és GlyMet

A komplexképzddési reakciok nagyon hasonlok GlyMet és GlyMetGly
esetén. A tripeptidnek csak az egyik amidcsoportja deprotonalddik, dipeptidszeriien
viselkedik. A masik peptidnitrogén nem koordinalodik a fémionhoz egyetlen pH-n
¢és fém-ligandum arany mellett sem.

Potenciometrias titralast allando ionerdsség (0,2 mol-dm™) mellett, de
kiilonboz6 kloridion-koncentraciok (0,01-0,1 mol-dm™) esetében is végeztiink.
Megallapitottuk, hogy a kloridion-koncentraciéo valtoztatdsanak nincs hatdsa a
komplexképz6dési folyamatokra. A savas pH-tartoméanyban egyszerli sav-bazis
titralasként kezelhetok a kapott titraldsi gorbék: harom ekvivalens lugfogyas
tapasztalhatd, ami megfelel az amino- és az amidnitrogén mellett a karboxilcsoport
deprotonalodasanak. Az egyszerli dipeptidek esetén kordbban tapasztaltakkal™
ellentétben a kloridion nem képes visszaszoritani a komplexképzdédést a vizsgalhato

68



4.1. A tioéterkén donoratom koordinaciojanak fémionfiiggése

pH-tartomanyba, a (NH,,N",S) koordinacié ([PdL]" komplex) pH<2-re kialakul.
Ezen a pH-n a peptid karboxilatcsoportja még protonalt, a deprotonalodas a 2-5 pH-
tartomanyban kovetkezik be. A 7-10 pH-tartomanyban egy 'jabb, extra
deprotondlodas tapasztalhatd, ami hidroxokomplex képzddésnek felel meg. Ennek
pontos pH-tartomanya fiigg a kloridkoncentraciotol, hiszen a klorid- és a
hidroxidion verseng a komplex szabad koordinacios helyéért, és a kloridion nagy
feleslege részben visszaszoritja a hidrolizist. A kiilonb6zé kloridkoncentraciok
mellett felvett titralasi gorbék szamitogépes kiértékelésével a kloro- és a
hidroxokomplexek stabilitdsi allando6i szamithatok.

A 4.10. abran a Pd(II)-GlyMet rendszerben 1:1 fém-ligandum arany mellett
képz6d6 komplexek koncentracio-eloszlasi gorbéi lathatok. GlyMetGly esetén,
hasonlé modon, ekvimolaris oldatban [PdL], [PdLH.], [PALH.], [PdLCI] és
[PALH_,Cl] 6sszetételii komplexek képzddnek.

100
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[PdL]+= [ 1 ] [PdH_zL]
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80 1
60 1
X
=1
a
40
20 A
0 - T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

4.10. abra A Pd(II)-GlyMet rendszerben képz6do komplexek koncentracioeloszlasi gorbéi
Cpaan= ComM— 10 mol-dm™

A 4.9. tablazat a két ligandum és a [PdL]" komplexeik protonalédasi
allandoit, valamint a kloro- és hidroxokomplexek stabilitasi allandéit foglalja dssze.
Osszehasonlitasként a diglicin és a triglicin Pd(Il)komplexeinek egyensulyi adatait
is feltiintettem. Egyes esetekben a pK értékében jelentds eltérés tapasztalhatd a
metionintartalmu peptid és a megfeleld oligoglicin kozott. Mig a Pd-GlyMet illetve
GlyMetGly rendszerben az (els6) amidnitrogén deprotonalédasa erdsen savas
kozegben kovetkezik be, az oligoglicin esetén a folyamat a karboxilcsoport
deprotonalodasaval atfedésben jatszodik le. Masrészt a [PdLH,] komplex
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képzodése soran GlyGly, GlyMet és GlyMetGly esetén hidrolizis, mig triglicin
esetén a masodik amidcsoport deprotonalodasa és koordinalodasa kdvetkezik be.

4.9. tablazat A GlyMet és a GlyMetGly protonalddasi allandoi és Pd(II)komplexeik
egyensilyi paraméterei (I=0,2 mol dm™ (KCI+KNOs), T=298 K)

GlyMet | GlyGly” | GlyMetGly | GlyGlyGly”
pK(COOH) 3,031) | 3,10 3,41(1) 3,32
pK(NH;") 8,15(1) | 8,11 7,98(1) 7,93
pK ((PAL]" — [PdH ,L]) 3,61(4) | 2,52 3,65(5) 3,27
logK ([PdH L] — [PdH ,.LCI) | 2,03(3) | 1,99 2,21(5) -
logK ([PdH ,L] —> [PAHLL]) | 5342 | 5.07° 5,57(4)° 3,58"

? Hidroxokomplex képzddése.
® A méasodik amidnitrogén deprotonalodasa.

A 4.9. tablazat nem tartalmazza a [PdLH.,] 6sszetételi komplexek stabilitasi
allandoit, mivel a tioétercsoportot tartalmazd peptidek ezen adatat potenciometrias
modszerrel nem lehet meghatarozni. A GlyGly megfelelé komplexének allandojat
figyelembe véve, (amely 1gB([PALH.,]) = 13,57"") a GlyMet komplexének stabilitasi
allandoja legalabb 15 logaritmikus egység. A Pd(Il)ion és GlyMet ekvimolaris
oldata pH~2-n ennél kisebb allando esetén ugyanis tartalmazna szabad ligandumot,
ami ellentétben all a kisérleti tapasztalattal.

A [PAL]" és a [PALH.,] 6sszetételii komplex kdtésmodja azonos, (NH,, N, S),
csak a nem koordinalodod karboxilatcsoport protonaltsagaban kiilonboznek (a
[PAL]-ban protonalt). A fémion negyedik koordiniciés helyét a 4.11. abranak
megfelelden egy vizmolekula ([PAL]" és [PdLH.,]), kloridion ([PdLCI] és [PALH,CI] )
vagy hidroxidion ([PdLH.,] ) foglalhatja el.

o
cn—c”
A X=H,0,Cr,0H
NH, /N'—Cng
GlyMet: R= COO"
R e, 0
x” \\“S—CH GlyMetGly: R C/0
/ 2 YMetGly: R = ESNH-CH,-coo@)
CH,

4.11. abra A GlyMet és a GlyMetGly [PdL]" és [PdLH_,] 6sszetételii komplexei
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4.10. tablazat A Pd(II)-GlyMet rendszer NMR spektrumaban kiilonb6z6é pD-ken és fém-
ligandum ardnyok mellett detektalhato jelek kémiai eltolodasai (ppm)

arany/pD | részecske kotésmod CHy(Gly) CH;(S) CH
0/1,8 |[HL] [NH5-COOH]" 3,873 2,105 >450
0/6,0 |[HL] [NH5-COO] 3,855 2,118 4326
0/10,7 |[L] [NH,-COO] 3360 2,114 4328
1/1,8  |[PAL] [NH,,N ,S](COOH) 3,502 2495 4240
1/55 |[PdH,L]  [NH,N,S[(COO) 3,499 2495 4030
1/10,6  |[PdHLL]  [NH,N ,S[(COO YOH) 3,517 2456 3960
N ,S[(COOH 3,501 2,469
0,52,0 |[PdHL,* [NHN SIC ) *
[-S~(NH;-COOH)] 3,880 2,585
N ,S|(COO" 3,495 2,457
0,5/5,0 | [PdL;] [NH,N'S}(CO0) *
[-S~(NH;-COO)] 3,875 2,573
N,S|(COO 3,533 2,548
0,5/9,3 |[PdH L, [NHNSK ? *
[-NH,~(S-CO0) 3,50 2,12

* nem hatarozhatd meg

4.11. tablazat A Pd(II)-GlyMetGly rendszer NMR spektrumaban kiilonb6z6 pD-ken és fém-
ligandum aranyok mellett detektalhato jelek kémiai eltolédésai (ppm)

ainy/ részecske kotésmod CH CHAC) CHyS) CH
pD A B A B

01,8 | [HL] [NH;-COOH]" 3,873 3975 4038 2,105 4,56
0/6,6 | [HL] [NH;~COO] 3,885 3,750 3807 2,121 4,56
0/10,7 | [LT [NHCOOT 3,393 3,741 3804 2,120 4,56

118 | [pdL] [NH,NS(COOH) | 34843539 3030 4100 2512 424
1/48 | [PdH,L] [NH,N.S(COO) | 35003553 3713 3869 2514 423
/106 | [PdHLL]  [NELNSKCOOYOH) | 3546 3701 3860 2476 423

0520 | PdtLLP [NH,N S(COOH) | 3483 3,536 i 2472 424
— ? [-S-(NH;-COOH)] 3876 2,596 455
0549 | [paL] INH,NS](CO0) 3,520 i 2478 424
o [-S-(NH;-COO)] 3916 2,598 455
0557 | pa Ly [NH,,NSJ(COO") 3,569 i 2,566 424
e : [-NH,(S-CO0) 3,587 2,121 455

* nem hatarozhatd meg

71



Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

A képzodo komplexek szerkezetét NMR és CD spektroszkdpias modszerrel
igazoltuk. A 4.10. tablazat a GlyMet, mig a 4.11. tablazat a GlyMetGly és
Pd(IDkomplexeik NMR paramétereit tartalmazza.

A metionin oldalldncaban a tioéterkén donoratom melletti metilcsoport
kémiai eltolodasa gyakorlatilag fliggetlen a ligandum protonaltsdgi allapotatol,
jelentésen megvaltozik azonban, ha a tioétercsoport a Pd(Il)ionhoz koordinalodik
(0,3-0,4 ppm). Tehat a metilprotonok jele a tioéterkén koordinacidojanak kimutatasara
jOl hasznalhato.

A kloridion jelenlétének gyakorlatilag nincs hatdsa az NMR paraméterekre,
igy a [PALCI] és a [PdL]", illetve a [PALH_,C1] és a [PdLH.,] nem kiilonbdztethetd
meg ezzel a modszerrel.

A Pd-GlyMet ekvimolaris oldatinak NMR spektruméban még igen savas
kozeg esetén (pD~1,8) sem lathatok a szabad ligandum csucsai az (NH,,N',S)
koordinaci6ji [PdL]" komplex jelei mellett. A pD novelésének hatésara pD~5-ig
csak a metionil rész CH-protonjanak kémiai eltolodasa valtozik, a nem koordinal6do
karboxilcsoport deprotonalodasa kdvetkeztében (a folyamatot jellemzd pK 3,61
GlyMet, mig 3,65 GlyMetGly esetén), majd pD>7 tartomanyban az NMR
paraméterek Gjabb kismértékii valtozasa tapasztalhatd, ami a [PdLH ] Osszetételi
hidroxokomplex képzddésével magyarazhaté. A GlyMet N-terminalis metilén-
protonjai ekvivalensek a teljes vizsgalt pH-tartomdnyban (1,8-11), ami a ligandum
haromfogi koordinacidjat igazolja.'>'*

Hasonl6 kovetkeztetések vonhatok le a Pd-GlyMetGly rendszerre is (4.11.
tablazat), bar a jelek azonositasa e ligandum esetén sokkal bonyolultabb. Az N-
terminalis glicil CHj-protonok (CH,(N)) jele szingulett, mig a C-terminalis
helyzetieké ((CH,(C)) AB-tipusu multiplett (4.12. abra). A pH-potenciometrids
vizsgalat eredményét alatdmasztjadk az NMR spektrumok is: a Pd(Il)iont és
GlyMetGly-t azonos mennyiségben tartalmazé mintdban a teljes vizsgalt pH-
tartoméanyban a szabad ligandum jelenléte nem mutathat6 ki. A [PdL]" és a [PdLH, ]
komplexekben a CH,(N) protonok jele felhasad, és a CH,(C) protonok AB
multiplettjét jellemz6 csatolasi allando is jelentdsen megnd (Avag =0,06 ppm szabad
ligandum, mig 0,16 ppm a komplex esetén). Az NMR paraméterek ilyen jellegii
valtozasa annak a kovetkezménye, hogy az amino- és az amidnitrogén, valamint a
tioéterkén koordindlodasaval enyhén torzult siknégyzetes elrendezddés jon létre,
amelyben a kotott tioéterkén donoratom ¢€s a peptidnek a fémion megkotésében részt

nem vevd, nagy térkitoltésti része egy-egy kiralitascentrumot eredményez.'**®* A
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CH,(C) jelének vonalszélessége fligg a homérséklettdl, ami a konformacioban
bekovetkezd valtozasra utal. Az NMR spektrumok bizonyitjak, hogy a GlyMetGly
tioéterkén donoratomja kotott marad és a masodik amidnitrogén nem koordinalodik
még enyhén lagos kozegben sem.

4,5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
ppm

4.12. abra A Pd(II)-GlyMetGly rendszer NMR spektruma
a, szabad ligandum pD=1,80 b, 1:1 fém-ligandum arany pD=1,80
¢, 1:2 fém-ligandum arany pD=10,80

A Pd(IDiont ¢és GlyMet-t illetve GlyMetGly-t azonos mennyiségben
tartalmazo rendszerben széles pH-tartomanyban a peptid (NH,,N',S) koordinacioja
valosul meg, a fémion negyedik koordinécios helyét pedig vizmolekula, klorid-,
vagy hidroxidion foglalhatja el. Ligandumfelesleg jelenlétében azonban egy
masodik peptidmolekula is betdltheti ezt a helyet. Kordbban GlyGly és mas
egyszer( dipeptidek Pd(II)komplexeinek oldategyenstlyi vizsgalata soran mutattak
ki, hogy [PdL,H.] 0Osszetételli biszkomplexek képzOdnek, melyekben az egyik
ligandum haromfoguként (NH,,N,COO") koordinécid), mig a masik egyfoguként,
az aminocsoporton keresztiill kotodik. Nagyobb pH-n  azonban mindkét
peptidmolekula kétfogiiként ((NH,,N),) koordinalédik.”” Mas szerzék a GlyMet
esetén is feltételezték, hogy az utobbi kdtésmod megvalosul, de csak erdésen ltgos
kozegben (pH>13)."® A masodik GlyMet vagy GlyMetGly molekula egyfogu
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koordinacidja kétféleképpen is megvalosulhat, a tioéter- vagy az aminocsoporton
keresztiill. A tioétercsoport koordinacioja pH-t6l fliggetleniil megvaldsulhat,
potenciometrids modszerrel nem kdvethetd. Az aminocsoporttal ellenben csak
deprotondlodasat kovetden alakulhat ki kolcsonhatas, ami monofunkcios
Pd(Ilkomplexek esetén pH>4-6 valosul meg'”’ és ebben az esetben a
potenciometria is alkalmazhato. A képz6dd kotési izomerek (tioéter/amino-

koordinacid) azonosithatok az NMR spektrumok alapjan.

o
o) 7
Y CH,—C~ .
CH,—C / \ €00
\ . NH, _N—CH
NH, _N—CH—COO(H \
Pa2+ CH
cHy PO CHy AP [
s NH, “S—CH,
S "S—CH, éH
(CHy), [ 2 CH;
‘ CH3 /C\
CH. 00 N ©
1/\11/{ COO'(Hh C‘ ; b
0=C a (Cilp), COO
CHZ S/
| /
NH,(HY CH;4

4.13. abra A GlyMet biszkomplexeinek szerkezete
a, [PdL,H,]*", [PAL,H]" és [PdL,] , b, [PAL,H_]" 6sszetételii biszkomplex

A 4.10. és a 4.11. tablazat a Pd(I)-GlyMet illetve GlyMetGly rendszerben
képz6do biszkomplexek NMR paramétereit is tartalmazza. Lathatd, hogy mindkét
ligandum esetén a [PdL,H,]*" (=[Pd(LH.,)(H)(LH,)]) és a [PdL,] (=[Pd(LH.,)(LH)])
Osszetételli komplexek adatai nagyon hasonldéak, ami abbol adoédik, hogy
koordinaciés moddjuk azonos, csak a nem koordinalédd karboxilcsoport
protondltsagi allapotaban kiilonboznek. A 4.13.a abranak megfeleléen az elobb
emlitett (illetve a kiilon nem azonosithaté [PdL,H]") biszkomplexekben a méasodik
ligandum a tioéterkén donoratomon keresztiil kotodik. A [PszHz]2+ Osszetétell
komplexben minden szabad donorcsoport protonalt, mig a [PdL,]-ben csak az
aminocsoportok. A kémiai eltolodasban tapasztalhatd kis eltérések a valtozatlan
kotésmod mellett folytonosan valtozo protonaltsagi allapotbol adodnak.

Semleges illetve enyhén ligos kozegben az NMR spektrumokban két
tendencia figyelhetd meg. Egyrészt a Pd(II)ionhoz nem koordinaldédd metionil-
oldallanc jelének relativ intenzitasa nd, masrészt a szabad ligandum mennyisége
kismértékben csokken. Ez a valtozas azt jelzi, hogy a monodentat peptidmolekula

nem a tioéter-, hanem az aminocsoportjan keresztiil kotédik a [PdL,H._ ;] 0sszetételii
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komplexben (4.13.b abra). Ezen komplex képzodésének hatasara a haromfoguként
koordinalodo peptid jelei kismértékben eltolodnak a nagyobb kémiai eltolodasok
iranyaba (downfield shift).

4.12. tablazat A GlyMet és GlyMetGly bisz- illetve GlyGly-nel képezett vegyesligandumu
komplexeinek egyensilyi allandoi (T=298 K, 1=0,2 mol-dm™)
(M=[PdH_,L], L=GlyMet illetve GlyMetGly, L'=GlyGly)

[reakcio] (komplex) GlyMet GlyMetGly
[M+H-+L] ([PdL,]) 11,47(5) 11,49(13)
[M+L]([PdH ,L,]) 4,56(2) 4,71(8)
[M +H_; + L] ([PdH.,L,]*) - —4,99(2)
[M+L"](PdH,LL']) 4,72(2) 4,50(2)

A [PdL,], [PAL,H.,T és [PdL,H,]* &sszetételii komplexekben a masodik
ligandum egyfogi koordinacidjat jellemz6 stabilitdsi allandok potenciometrias
modszerrel meghatarozhatok. A szamitds soran a {6 részecske, a [PdLH. ] komplex,
monofunkcids fémionnak (M) tekinthetd, amely a peptiddel (HL) [MHL](=[PdL,)),
[ML] (=[PdL,H.,]) valamint [MLH_J(=[PdL,H.,]*) komplexek képz6dése kozben
reagal. Az ilymodon szamolt stabilitasi allandokat tartalmazza a 4.12. tablazat.

A biszkomplexekre kapott adatok realitasat modellrendszerek vizsgalataval
ellendriztiik. E célbdl potenciometrias modszerrel tanulmanyoztuk a GlyMet illetve
GlyMetGly [PdLH_;] komplexét és GlyGly-t azonos mennyiségben tartalmazo
rendszert. A GlyGly (L") csak az aminocsoporton keresztiil kotodhet a
Pd(Il)komplex szabad koordinacios helyére, ami a [Pd(LH_)(L")] 0Osszetételil
vegyesligandumu  komplex képzodését eredményezi. A  folyamat soran
természetesen a metionintartalmu peptid helyett, a GlyGly haromfoga koordinacioja
is megvalosulhatna, de az NMR spektrumok alapjan ez a reakcié kizarhatd. A
GlyMet Pd(ID)komplexéhez pH<5-n GlyGly-t adva az NMR spektrumban nem
figyelhetd meg valtozas, a GlyMet monokomplexe mellett a szabad GlyGly jelei
lathatok. A pH-t novelve azonban, (pH>5) egy j jelcsoport észlelhetd, amely az
egyfoguként kotddé GlyGly-hez rendelhetd, mig szabad GlyMet egyetlen pH-n sem
detektalhato. Ez az eredmény egy tovabbi bizonyitéka annak, hogy a GlyMet
Pd(Il)komplexe kiemelkedd termodinamikai stabilitassal rendelkezik. A 4.12.
tablazat a képzodo vegyesligandumt komplexek stabilitasi allandoit is tartalmazza.
Az értékek jo egyezésben vannak a megfelelé biszkomplexek allandoival, ami azt
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tamasztja ala, hogy a [PdL,H.|" Osszetételi biszkomplexre az (NH,,N',S)(NH;)
koordinacio a jellemzd. Ez a részecske a [PdL,] komplexben nem koordinalodo
aminocsoport deprotonalodasaval képzodik. A folyamatot jellemzd pK értéke 6,91
GlyMet, mig 6,78 GlyMetGly esetében. Ezek az értékek a szabad ligandum adatanal
egy kicsivel kisebbek és alatamasztjak az NMR vizsgalatok tapasztalatait, miszerint
az aminocsoport deprotonalddasa

atrendezOdéssel jar egyiitt, vagyis 10

a Pd(Il)ion a tioéterkénrdl az

(PdH.(Ly

B gL [P
aminonitrogen donoratomra

vandorol. Ezt a feltételezést

timasztja ald a 4.14. és 4.15. Z
abrak  kozotti  hasonlosag  is. 3407
Elobbin a Pd(I)-GlyMet [PAHLT
rendszerben 1:2 fém-ligandum oA

arany mellett képz6d6 komplexek

koncentracioeloszlasi gorbéi o ‘ ‘ ; ‘

lathatok, mig  utébbi  egy 5 6 TopHo 8 ’ 10
modellszamitds  eredménye a 4.14.’abr'a A Pd(II)—(’}lyMet rendslzer‘?er}

) . 1:2 fém-ligandum arany mellett képz6d6
Pd(Iliont, ~ GlyMet-t, N-acetil- komplexek koncentracioeloszlasi gorbéi
metionint (AcMet) és GlyGly-t (cpaan=0,01 mol-dm™)

azonos mennyiségben tartalmazé oldatra.

100
M=[PdLH_,]
80 | MSH, S=AcMet, N=GlyGly MN

PA(I)%

N
o
|

20 ~

0 T T T T 7 7 T T
1 2 3 4 5 pH 6 7 8 9 10

4.15. abra A Pd(II):GlyMet: AcMet:GlyGly=1:1:1:1 modellrendszerben képz6do
komplexek koncentracioeloszlasi gorbéi
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Kutatécsoportunkban kordbban meghataroztdk az AcMet egyfogii koordinéciojat
jellemzé egyensulyi allandot kiilonbozo, egy szabad koordinacios helyet tartalmazo
Pd(II)komplexek esetén, melynek soran a GlyMet [PdLH.;] komplexére 1gK= 3,24
értéket kaptak.'™® A szamitas soran ezt az értéket, illetve a 4.12. tablazat adatait
hasznaltuk fel. A 4.15. dbran M jeloli a GlyMet [PdLH_;] dsszetételit komplexét, N a
nitrogéndonor GlyGly-t, mig S az AcMet-t, amely a tioéterkénen keresztiili egyfogl
koordinacié modellje. Az NMR vizsgalatok eredménye alatdmasztja, hogy az M
egység, vagyis a GlyMet haromfogti koordinacidjaval képz6dé komplex, a 4.15.
abra teljes pH-tartomanyaban valtozatlan szerkezetli marad. A két abrat dsszevetve
arra kovetkeztethetiink, hogy a masodik, egyfoguként kotédé peptidmolekula a
[PdL,] komplexben az MS részecskével megegyez6 mddon, a tioétercsoporton, mig
a [PdL,H.|]" 0Osszetételii részecskében, az MN vegyeskomplexhez hasonloan, az
aminocsoporton keresztiil koordinalodik. A 4.15. abra legfobb eldnye, hogy lehetové
teszi a biszkomplexek azonositasat savas kozegben (pH<5), ami pH-potenciometrids
mddszerrel nem lehetséges. Az MH részecske a [PdL]" komplexet jeldli, amelyre a
peptidmolekula (NH,,N",S) koordinacioja €s protonalt karboxilcsoport jellemz6, az
MSH, pedig a [PdL,H,]*" komplexszel analog, amelyben minden nem koordinalédo
donorcsoport protonalt és a masodik ligandum a tioétercsoporton keresztiil kotodik.
Az is lathaté a két abrat Osszevetve, hogy a nitrogén donoratomon keresztiili
koordinacidval képzddod biszkomplexek mennyisége nagyobb, egyezésben az NMR
vizsgalat tapasztalataival, miszerint enyhén ligos kozegben a nitrogéndonorok
kiszoritjak a kéndonorokat a fémion koordinacios szférajabol és ez a folyamat a

crer

A GlyMet és a GlyMetGly Pd(II)ionnal _coor
nagyon hasonléan reagal, a komplexképzodési LH
reakcioik csupan egy ponton térnek el, o:c/N i
nevezetesen [PdL,H.,]* komplex képzédése csak a \CH—(CHZ)Z—S—Cﬂs
Pd(II)-GlyMetGly rendszerben kovetkezik be N, N 0
pH>9-n. Ez az extra lugfogyasztd folyamat a C‘"Z \,‘P'{i/“ |
GlyMetGly haromfogu koordinaciojanak 04C\N:f"" N 1{/2CH2
felbomlasat eredményezi, az NMR spektrumban a éH,(CHZ)Z_S,CHS
pH novelésével a koordinalt tioétercsoporthoz — 0=C
rendelhetd csucs jelentésen csokken, és ahogy az a N\':sz
4.12. abran is latszik, pD=11-re szinte teljesen ‘coor

- 2-
eltiinik. Ezzel egyidében két j jel (2,120 és 2,209 4-16. abra A GlyMetGly [PdL,H.]
Osszetételll komplexének szerkezete
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ppm) fejlodik ki és mindkét CH,-csoport jele AB tipust multipletté valik. Ez a
véltozas azt jelzi, hogy a képzddd biszkomplexben négy nitrogén donoratom
koordinalodik a fémionhoz, vagyis a peptid kétfogli ligandumként kotodik és a
tioétercsoport szabadda valik (4.16. abra). Hasonl6 szerkezetii komplex képzddését
GlyMet esetén korabban is feltételezték, de a GlyMetGly-re jellemzonél sokkal
nagyobb pH-n (pH>13). A [PdL,H.,]* komplex képzédésében tapasztalhatd eltérés
talan azzal magyarazhato, hogy a tripeptid C-terminalis része, amely nem
koordinalédik a fémionhoz, nagymértékben torzitjia a ligandum haromfogu
kotodésével kialakuld komplex szerkezetét, mig a dipeptid esetén a
karboxilatcsoportnak ilyen jellegii hatasa joval kisebb mértékdi.

05

] m‘; -
07 AN — B
O e}

-0,25 +

-o- Pd(ll)-GlyMet, pH=2,98
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4.17. abra A Pd(II)-peptid rendszerek CD spektruma 1:1 fémion-ligandum arany mellett
GlyMet, GlyMetGly és a GlyGlyMet esetén (cpqqn= 410" mol-dm™)

A CD spektroszkopids vizsgalatok eredményei is igazoljak, hogy a ligandum
koordinacios modja a GlyMet és a GlyMetGly Pd(Il)komplexeiben megegyezik. A
4.17. abran jellemzo példaként a K,[PdCly]-ot és GlyMet-t illetve GlyMetGly-t
azonos mennyiségben tartalmazo oldatok savas kozegben (pH~3) felvett CD
spektrumait tiintettem fel. Kozottik a 370 nm-nél kisebb hulldmhosszakon a
hasonlosag igen szembetlind. A komplexek paraméterei jelentosen eltérnek a GlyAla
analog komplexére Wilson €s Martin altal kapott értékekt6l (375 nm (-0,8); 320 nm
(+0,25)),"? ami az egyszerti, nem koordinalodé oldallancot tartalmazé dipeptidekt6]
eltér6 koordinacids mod kialakulasat bizonyitja.
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4.1. A tioéterkén donoratom koordinaciojanak fémionfiiggése

A Pd(II)-GlyMet/GlyMetGly rendszer CD spektruménak alakja nem
valtozik és a maximumai és minimumai sem tolodnak el jelentés mértékben a pH,
vagy a kloridion-koncentracié novelésének hatasara. Emellett a peptidet feleslegben
tartalmazoé mintak esetén is csak kis modosulas észlelhetd, hiszen a masodik
ligandum egyfogtuként koordindlodik, ami nem eredményez mérhet valtozast a
spektrumban.

GlyGlyMet

A GlyGlyMet komplexképzodési reakcidi jelentdsen eltérnek az
elébbiekben, a GlyMet és GlyMetGly esetén leirtaktol. Ahogyan az 1:1 fém-
ligandum arany esetén kapott titralasi gorbébol (4.9. abra) lathatd, a savas pH-

tartomanyban két ekvivalens extra lugfogyas

0 tapasztalhatd, vagyis mindkét amidnitrogén

CHZ*C\ deprotonalodasa és koordinalodéasa bekovetkezik.

N\Hz Nch, Az NMR (4.13. tablazat) és CD spektroszkopias

:‘_'pd'z'+ \ vizsgalatok eredményei  bizonyitjdk, hogy
CHS\S/’ \“‘»N./ C§0 pH~2,5-re a ligandum négyfoguként, az amino-, a
éHz (‘EH két deprotonalddott amidnitrogén €s a tioéterkén

\Cﬂz/ COO(HY donoratomokon keresztiil koordinalddik, és teliti
4.18. abra A GlyGlyMet [PALH,]” a Pd(II)ion koordinicids szférajat. A képzddo
Gsszetételi komplexének szerkezete  komplex szerkezete a 4.18. dbran lathato.

4.13. tablazat A Pd(II)-GlyMet rendszer NMR spektrumaban kiilonb6z6é pD-ken és fém-
ligandum ardnyok mellett detektalhato jelek kémiai eltolodasai (ppm)

részecske ;r;ny/ kotésmod CHAN) iHZ(kOZb])g CHyS) | cH
LI | 017 | [NHY_COOH] 3890 | 4040 2101 | 458
[HL] 050 | [NH,~COO] 3917 | 4037 2114 | 433
LI 0106 | [NH,-COO] 3410 | 399 2113 | 433
[PAHLLF | 1/1,5 | [SIINH,—COOH) 3914 | 406 2275 | 433
[PdH L] | 132 | [NH,NNSJ(COOH) | 3597 | 3842 3902 | 2449 | 427
[PdHLL] | 17104 | NH,NN.S(COO) | 3609 | 3872 2459 | 414
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Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

A Pd(I)-GlyGlyMet rendszer CD spektrumaban (4.17. abra) egy eléggé
intenziv negativ Cotton-effektusu sav talalhaté 290 nm hullamhossznal (Ae=-1,15),
mig korabban a Pd(I)-GlyGlyAla rendszer esetén az aldbbi paramétereket kozolték:
335 nm (-1,00) és 290 nm (+0,37)."”> A CD spektrumban tapasztalt jelentds eltérés
alatamasztja, hogy a két peptid eltéré moédon koordinaldédik a [PALH.,]" 6sszetételt
komplexben, a GlyGlyMet esetén tehat az egyszerli tripeptidektdl eltéréen nem
(NH»,N,N,COO"), hanem (NH,,N",N",S) koordinaci6 valosul meg.

A komplex NMR spektrumédban az N-terminalis glicin metilén protonjai
(CH,(N)) a teljes vizsgalt pH-tartomanyban szingulett jelet adnak. Ellenben a
kozbenso helyzetiiek (CH,(kozb.)) jele, ami szingulett a szabad ligandum esetén, AB
tipust multipletté valik a nagyon savas kozegben képz6d6 komplexben, majd pH~5
felett Ujra szingulett. Ezzel parhuzamosan a C-terminalis metionin CH-protonjanak
jele a kisebb kémiai eltolodasok iranyaban tolodik el, a nem koordinal6do
karboxilcsoport 3-5 pH-tartomanyban lejatszodo deprotonalodasa kdvetkeztében.
Potenciometrias modszerrel pK=4,16(3) értéket kaptunk erre a deprotonalddasra,
ami a szabad ligandum megfeleld adatanal (pK(COOH)=3,08, pK(NH;")=7,93)
sokkal nagyobb. Korabban a karboxilcsoport deprotonalodasat jellemzo pK
értekének novekedését a GlyHis Pd(I)komplexében figyelték meg (pK~4,0), amit a
deprotonalodott amidcsoport okozta extra negativ toltéssel magyaraztak.'” A
karboxil pK értéke a GlyMet (3,61) és a GlyMetGly (3,65) Pd(Il)komplexe esetén is
nagyobb, mint a szabad ligandumé. A két utdbbi peptid esetén a karboxilatcsoport
bazicitasanak kisebb mértékii novekedése azzal magyarazhato, hogy komplexeikben
a fémion koordindcidés szférajaban csak egy deprotonalddott peptidnitrogén
talalhato, mig a GlyGlyMet komplexében kett6. A metilén protonok jelének AB-
tipusu felhasadasa pH~5-re megsziinik, vagyis a [PdLH,] részecskét szabalyos
geometria jellemzi, mig a nem koordinal6dé karboxilatcsoport protonalddasa a sik
szerkezet torzulasat eredményezi a [PALH_| | komplexben.

Az NMR ¢és a CD spektrumban sem a pH tovabbi ndvelése, sem a ligandum
feleslege nem eredményez ujabb valtozast, ami alatdmasztja az (NH,,N,N’,S)
koordinacios modu, siknégyzetes komplex kiemelkedé termodinamikai stabilitasat.
A komplex nagy stabilidsa miatt a titralasi gorbék kvantitativ kiértékelése e peptid
esetén sem lehetséges.

Az NMR spektrumokban azonban pD~1,5-n egy ujabb jelcsoport
megjelenése tapasztalhatd. A tioéterkén melletti metilcsoport protonjainak kémiai
eltolédasa ebben a komplexben kevésbé tér el (~0,17 ppm-el) a szabad
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4.1. A tioéterkén donoratom koordinaciojanak fémionfiiggése

ligandumétol, mint a [PALH.,]” komplexben. Ennek a jelnek a kémiai eltolodasa nem
valtozik, csak intenzitdsa csokken a pD novelésével, majd pD=2,5-re eltiinik. A
spektrum ilyen jellegli valtozasat a peptidmolekula C-terminalis oldallancanak
egyfogu, tioéterkén donoratomon keresztiili koordinécidja, vagy (S,0) kelat
képzédése okozhatja. Ha az AcMet a tioétercsoportjan keresztiil a [Pd(dien)]*"
szabad koordinacios helyére kotodik, az a tioéterkén melletti metilcsoport jelének

% mig [PdCl4]*-al reagilva csak

kémiai eltolédasaban 0,268 ppm valtozast okoz,
0,157 ppm-mel nd. Ez arra utal tehat, hogy a 2,273 ppm kémiai eltolodasu CH; jel
koordinative telitetlen fémionhoz kot6do tioétercsoportnak felel meg. Ezen komplex
osszetétele [PALH,]*" kell legyen (kotott tioéter- és protonalt aminocsoport). Mivel a
tioétercsoport kotédése nem jar pH-valtozassal, igy potenciometrias modszerrel e
részecske nem detektalhatd €s stabilitasi allanddja nem szamithato.

Az NMR vizsgalat bizonyitja, hogy a tioétercsoport horgonydonorként
viselkedik, a nitrogén donoratomok (egy amino- ¢és két amidnitrogén)
deprotonalodasat és koordinalodasat elésegiti, melyek igy kooperativ. mdédon
jatszodnak le, hiszen csupan a 4.13. tablazatban 0sszefoglalt jelcsoportok lathatok az
NMR spektrumokban. Emellett fontos megemliteni, hogy a nem koordinalt
tioétercsoporthoz rendelhet6 jel nem figyelhetd meg egyetlen pH-n sem 1:1 fém-
ligandum aranyu minta esetében.

A [PdLH,]" komplex kiemelkedd termodinamikai stabilitdsa kis
reaktivitassal jar egyiitt. A (NH,,N,N",S) koordinaci6 nem bomlik fel, hidroxo-,
vagy biszkomplex nem képzddik. Masrészt a kis reakciokészség a komplex kémiai
inertségére utal. [PACL,]> és GlyGlyMet Osszekeverése utan az egyfogu tioéter-
koordinéciora jellemz6 NMR spektrum szinte azonnal kialakul. Ellenben, ha a
[PALH,] vagy a [PdLH,]" komplexet, amelyekben a peptid (NH,,N,N’,S)
koordinacioju, allitjuk eld el6szor és ezutan savanyitjuk vissza az oldatot, a
[PALH,]*" részecske csak lassii reakcidban képzodik, a felezési id6
szobahdmérsékleten kb. 20 perc.

MetGly és MetGlyGly

Az N-terminalis helyzetben metionint tartalmaz6, di- és tripeptid (MetGly és
MetGlyGly) Pd(Il)ionnal képezett komplexeinek vizsgalata soran hasonld
viselkedést tapasztaltunk, ezért e két peptidre vonatkoz6 eredményeinket egylitt
targyaljuk.
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A képz6dd komplexek nagy stabilitasa kovetkeztében e két peptid esetén
sem tudtuk a stabilitasi allandok értékét meghatarozni. A MetGly esetében a
potenciometrias és NMR méréseket korlatozta az is, hogy a vizsgalati koriilmények
mellett az 1:1 fém-ligandum ardnyu mintakban mar pH<3-n csapadék képzddik, ami
a pH novelésével sem oldodik fel. A tripeptid vizsgalata soran azonban
csapadékképzddés nem zavarta a vizsgalatainkat.

A 4.9. adbran az egy tioétercsoportot kiilonb6zd helyzetben tartalmazo
tripeptidek kozott a MetGlyGly ekvimolaris oldatanak titralasi gorbéje is szerepel. A
gorbébdl jol lathato, hogy az amidnitrogének deprotondlodasat és koordinalodasat
kisérd extra lugfogyds csak pH~5-n tapasztalhato. A két peptidcsoport
deprotonalodasa nem kiiloniil el, kooperativ mddon jatszodik le.

b P\

T T T T T T T T T T T T

42 3,8 34 ppm 3.0 2,6 22

4.19 abra A Pd(II)-MetGlyGly rendszer NMR spektruma
a, szabad ligandum pD=10,37 b, 1:1 fém-ligandum arany pD=11,00
¢, 1:2 fém-ligandum arany pD=10,21

A képzodoé komplexek szerkezetérdl az NMR spektroszkopias vizsgalatok
eredményei szolgaltatnak informaciot. Kis pH-n a tripeptid a metionin aminosavhoz
hasonl6 modon, (NH,,S) koordinacidval kotédik a fémionhoz. A pH-t ndvelve
peptidszeri koordinacio jon létre, amely 1:1 fém-ligandum arany esetén tioéterhidas
oligomer szerkezet kialakuldsat eredményezi. Ligandumfelesleg mellett a pH-t6l
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fliggden metioninszer( illetve négy nitrogén donoratomot tartalmazo biszkomplexek
keletkeznek. A 4.19. abra a ligandum és a lugos oldatban (pH~10) képz6do
komplexek NMR spektrumait mutatja. A tioéterkén donoratom koordinacidja a
metilcsoport jelén kdnnyen nyomonkovethetd. A ligandumot feleslegben tartalmazo
minta esetén eltiinik a spektrumbdl a kotdtt tioétercsoportra jellemzd cstics, a
kénatom kiszorul a koordinacids szférabdl, ekvimolaris oldatban ellenben kotott

marad.
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4.20. abra A Pd(II)-MetGly rendszer CD spektruma 1:2 fémion-ligandum arany mellett
kiilsnboz6 pH-kon (cpgqn= 4-10* mol-dm™)

A Pd(IDion MetGly-nel képezett komplexeit NMR spektroszkopias
modszerrel csapadék képzddése miatt nem tudtuk tanulmanyozni. A CD
spektroszkopias vizsgalatok soran azonban a palladiumion koncentracidja a
potenciometrias €s NMR spektroszkopids vizsgalatok esetén szokdsosnal joval
kisebb, kb. 10 mol-dm™ volt. Ilyen kériilmények kozott a polimerizacié kisebb
mértékil, igy a képzodd komplex vizoldhato, a rendszer 1:1 fém-ligandum arany
mellett is vizsgalhatd. A 4.20. abran a Pd(Il)iont és MetGly-t 1:2 aranyban
tartalmaz6 minta CD spektruma lathaté kiilonb6z6é pH-kon. A 2,06-6,61 pH-
tartomanyban felvett spektrumok nem kiilonboznek egymastol, spektralis
paramétereik (381 nm (+0,62), 305 nm (-2,56)) jo egyezésben vannak a metionin
aminosav palladiumionnal képezett biszkomplexének adataival (379 nm (+0,32),
300 nm (-1,80)""%), ami alatamasztja, hogy (NH,,S) koordinacié valosul meg a
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Tioéter- és imidazolcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeinek vizsgalata

dipeptid biszkomplexében is. E koordiniciés moéd kiemelkedd termodinamikai
stabilitasarol egy kozelmultban megjelent kozlemény is beszamolt.'”* Ebben az
erésen savas kozegben kialakuld komplexben a fémion koordinacids szféraja telitett,
pH~7-ig csak a nem koordindlodé karboxilcsoport deprotonalédasa kovetkezik be,
ami nem okoz valtozast a CD spektrumban. A ligandum eltérd koordinaciés modjara
utalo spektralis valtozas csak pH>7 figyelhetd meg. A 315 nm-nél tapasztalt
izobesztikus pont arra utal, hogy a 7-10 pH-tartomanyban két részecske van jelen az
oldatban. A Pd(II)-MetGly=1:2 rendszer esetén pH>10-n észlelt spektrum (350 nm
(-0,50), 301 nm (-0,41)) emlékezetet a Pd(I1)-AlaGly vizsgalata soran tapasztaltra
(360 nm (-0,32), 279 nm (-0,35)), ami arra utal, hogy mindkét dipeptid
biszkomplexében lugos kozegben kétfogu ligandumként, (NH,,N') koordinacidval
kotodik.”

Ekvimolaris oldatban a CD spektrum valtozdsa a tobbmagviu komplexek
képzddése miatt igen bonyolult. Erdsen savas kozegben (pH<3) a dipeptid kétfogu,
(NH,,S) koordinacidjaval képz6dé egymagvu komplex van jelen az oldatban. A pH
novelésével a CD atmenetet jellemzOo hullamhossz és intenzitas is jelentdsen
valtozik, de sem izobesztikus pont, sem a spektrum telitési gérbe szerinti valtozasa
nem figyelhetdé meg. NMR spektroszkopias vizsgalatok alapjan kordbban arra a
kovetkeztetésre  jutottak, hogy az amidnitrogén deprotonalodasaval és
koordinalédasaval kialakulo (NH,,N,COO") koordinaciés moda egységeket a
tioétercsoport  kénatomja hidként koti ossze.'® A pH tovabbi novelése
hidroxokomplex képzdodését eredményezi, amely szintén lehet tobbmagvi, a hid
szerepét a hidroxidion, vagy a tioétercsoport toltheti be.

Tobb metionint tartalmazé tripeptidek Pd(II)komplexei

Az egy tioétercsoportot tartalmazé tripeptidek Pd(Il)komplexeire vonatkozd
eredmények ravilagitottak arra, hogy az oldallanc molekuldn beliili helyzete
jelentésen befolyasolja a komplexképzddési folyamatokat. A kialakuld komplexek
Osszetétele, koordinacids modja, illetve a reakcid lejatszodasat jellemzoé pH-
tartomany fligg attdl, hogy a metionin a ligandumban kozbensé helyzetii, vagy C-
illetve N-terminalis aminosav.

Tobb tioétercsoportot tartalmazd peptidek vizsgalata valaszt adhat arra a
kérdésre, hogy tobb metionil-oldallanc egyiittes jelenlétekor, melyik hatdsa lesz a
meghatarozd. E peptideknél lehetdség van emellett az elobbiekben ismertetettol

eltéré koordinacios modok kialakulasara is. Munkank sordn ezért tanulméanyoztuk
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két illetve harom tioéterkén donoratom egyiittes jelenlétének hatasat is, a
MetGlyMet, MetMetAla és MetMetMet Pd(I)komplexein keresztiil.

Az egy metionint tartalmazé tripeptidekhez hasonldéan, a képz6dod
komplexek nagy termodinamikai stabilitdsa miatt egyensulyi allanddé nem
szamithat6. A pH-potenciometrias és NMR spektroszkopias vizsgalatokat egyéb
tényezOk is nehezitik. Savas kdzegben tobbnyire csapadékképzddés tapasztalhato,
emellett szamos esetben a komplexek képzodése hossza id6t vesz igénybe; a titralas
soran egyes pontokban 15 perc nem volt elegendd az egyensuly eléréséhez. A
kiilonb6z6 fém-ligandum aranyok mellett kapott titralasi gérbékb6l néhany fontos
informacio, példaul az egyes folyamatok (a részecskék atalakulasai, deprotonalodasi
lépcs6k) pH-tartomanya azonban leolvashatd, valamint a lugfogyas alapjan a
képz6do fobb részecskék protonaltsagi allapota megadhatdé. Az NMR spektrumok
alapjan pedig a képzddé komplexek koordindciés modjardl vonhatunk le
kovetkeztetéseket.

Mivel ezen ligandumok komplexeirdl csak korlatozott informaciok allnak
rendelkezésiinkre, a harom, tobb metionint tartalmazo tripeptid esetén kapott
legfontosabb eredményeket egylitt ismertetem.

é’w ‘

Pd-MMA oo™ >
'.-’ X

0 1 2 KOH ekvivalens 3 4 5

4.21. abra Pd(II)-tobb tioétercsoportot tartalmazoé tripeptid rendszerek 1:1 fémion-ligandum
aranyhoz tartozo titralasi gérbéi, cpgan= 2,510 mol-dm™

A 4.21. abran a vizsgalt harom, tobb metionint tartalmaz6 tripeptid 1:1 fém-
ligandum arany mellett kapott titralasi gorbéje lathatd. A MetGlyMet és a
MetMetMet esetén két ekvivalens extra lugfogyas tapasztalhatd, mig a MetMetAla
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esetében csak egy, vagyis a GlyMetGly-hez hasonléan az utobbi ligandum masodik
amidnitrogénjének deprotonalodasa nem kdvetkezik be. Fiziologias pH-ra tehat a C-
terminalis, illetve ennek hianyaban a kozbensd helyzeti metionin hatasa valik
uralkodova.

Az els6 két peptiddel képzodo [PALH.,]" 0Osszetételli komplexre a
GlyGlyMet-nal megegyezden a peptid (NH,,N,N’,S) koordinacidja jellemzd. Az
azonos koordinaciés modot a kapott NMR spektrumok is alatamasztjak: A C-
terminalis oldallancban taldlhat6é tioéterkén donoratom melletti metilcsoportokra
kapott kémiai eltolodas értékek jo egyezésben vannak a GlyGlyMet megfelel6
adataval (MetGlyMet: 2,462 ppm, MetMetMet: 2,457 ppm, GlyGlyMet: 2,459 ppm).
Az N-terminalis, illetve kdzbenso helyzetli metionin metilprotonjainak jelei pedig a
szabad ligandum esetén tapasztalthoz kozel jelentkeznek (MetGlyMet: 2,142 ppm,
MetMetMet: 2,136 és 2,118 ppm). A [PdLH.,]" 6sszetételii komplex nagyobb pH-n
alakul ki, mint a GlyGlyMet esetében (példaul a MetMetMet-nal pH>4), vagyis a
tripeptid tovabbi tioétercsoportjai gatoljak ezen részecske képzddését, de az N-
terminalis (és kozbensé helyzetli) oldallanc tioétercsoportjaval kialakuld
kolesonhatds nem képes megakaddlyozni a nagy stabilitdsu, (NH,,N,N’,S)
koordinacios mod kialakulasat.

A MetMetAla [PdLH.] 0sszetételi komplexében a peptid (NH,,N',S)
moédon kotédve nem teliti a fémion koordinacios szférajat, lugos oldatban a
negyedik koordinacios helyet egy hidroxidion foglalja el. Ezen [PdLH.]
Osszetétell, vegyes hidroxokomplex képzddése eredményezi a titralasi gorbén (4.21.
abra) is jol lathato, (jabb deprotonalodasi 1épcsét. Ez az erésen lugos oldatban
egyediil jelenlévé komplex jo felbontasi NMR spektrumot ad, melynek paraméterei
(CH;3(N-term.): 2,157 ppm, CHj(kozb.): 2,469 ppm, CH;(Ala): 1,379 ppm) az
elébbiekben leirt koordinacios modot igazoljak.

Savas kozegben mindharom ligandum a kénatomokon keresztiil kotoédik. A
peptidek N-terminalis végével (NH,,S) kelat alakul ki, amely mellett még egy
tioéterkén koordinalodik. Ez a MetGlyMet és a MetMetMet esetén polimer
szerkezetet eredményez, amit csapadéklevalas jelez. A MetMetAla esetében
azonban az 1:1 fém-ligandum ardny minta sem csapadékos, ami arra utal, hogy
ezen tripeptid két kén donoratomja ugyanahhoz a fémionhoz koordinalodik,
makrokelatot képezve. Valosziniileg a két oldallanc térbeli kozelsége akadalyozza
meg a kiterjedt lancpolimer képzodését.
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Erdemes megjegyezni, hogy a MetMetMet 1:1 fém-ligandum aranyt mintaja
esetén savas oldatban is megjelenik a nem koordinalodott tioétercsoportra utald
metiljel (2,124 ppm-nél, a 2,511 és 2,493 ppm-es kotott kénatomhoz tartozd jelek
mellett), vagyis az egyik kénatom (valésziniileg a kdzbensé metioninhoz tartozd)
nem kotodik a palladiumionhoz.

A metionintartalmu tripeptidek és a Pd(Il)ion kozétti kolcsonhatds sordn —a
tobbi vizsgalt fémionnal ellentétben — a tioétercsoport tolti be az elsodleges
fémmegkoto hely szerepét. A metionil-oldallanc koordinacioja a képzodo komplexek
kiemelkedo termodinamikai stabilitasat és az atmenetifém-ionok peptidkomplexeire
jellemzotol — eltéré  szerkezetek  kialakulasat — eredményezi. A tioéterkén
horgonydonorként viselkedik, kozbenso illetve C-termindlis helyzetben metionint
tartalmazo tripeptidek esetén az amidnitrogén deprotondlodasa és koordinacioja
mar erdsen savas kozegben is bekovetkezik, (NH,N,N,S) illetve (NH,N,S)
koordinacio valosul meg.

4.1.5. Tioéterhidat tartalmazo vegyes fémkomplexek vizsgalata

A tioétercsoportot tartalmazé peptidek vizsgalata ramutatott, hogy a Cu(Il)-
és Ni(I)komplexeikben a peptidlancbeli donoratomok (az amino-, ¢és a
deprotonalodott amidnitrogének, a karbonil- illetve a karboxilatoxigén)
koordinacidja a meghataroz6, a kénatommal valdé kolcsonhatds csak egyes
komplexekben figyelhetd meg, amelyekben az egyéb koordindlddé donorcsoportok
altal kialakitott szerkezet ezt lehetévé teszi. Ellentétben a tioétercsoport effektiv
kotohely a Pd(Il)ion szamara, igy a kéndonoratomon keresztiili, egyfogl
koordinacio is megvalosulhat.

A tioétercsoport fémionszelektivitisa tehat lehetové teszi tobbmagvu vegyes
féemkomplexek képzodését, melyek elektrontranszfer rendszerek modelljei lehetnek.
Példaul egy Cu(ll)- illetve Ni(Il)komplex nem koordinalodo oldallancaban talalhato
tioéterkén donoratom koordinative telitetlen Pd(II)komplexhez kotddhet egy
kétmagva vegyes fémkomplex kialakulasat eredményezve, amelyben a hid szerepét
a tioétercsoportot tartalmazo oldallanc tolti be.

Egyes Pd(ID)komplexek esetén a tioétercsoport egyfogi koordinaciojat
jellemzé stabilitasi  allandot korabban kozvetett potenciometrias modszerrel
hataroztak meg, kiilonboz6 nitrogéndonor segédligandumokat (példaul uridint)
hasznalva a kompeticiés vizsgalat soran.”® Ez a modszer azonban mas fémionok
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jelenlétében nem alkalmazhatd, hiszen a Cu(Il)- illetve Ni(Il)komplex csak egy
meghatarozott, viszonylag sziik pH-tartomanyban taldlhato az altalunk valasztott
forméban.

A vegyeskomplex képzddése azonban a rendszer abszorpcids spektrumaban
jelentds valtozast eredményez. Spektrofotometrids modszerrel tehat a kdlcsonhatas
létrejotte bizonyithatd, a folyamatot jellemzd egyensulyi allando ezen kozvetlen
modszer segitségével szamithato.

A vizsgalatainkhoz valasztott Pd(I)komplexekben a kozponti fémionhoz
egy haromfogt ligandum kotédik, vagyis csak egy szabad koordinacios helyiik van.
A korabban mar részletesen ismertetett GlyMet-nal képz6dé Pd(Il)komplex helyett
szamos esetben a dietilén-triamin (tovabbiakban dien) Pd(II)komplexét hasznaltuk a
vizsgélatok sordn. Utdbbi ligandum a harom alifas nitrogén donoratomon keresztiil
koordinalodik, a képzddd kettés kelatgyliri nagy stabilitast kolcsondz a
komplexnek, ami ennek kdvetkeztében még erésen lugos oldatban sem bomlik el.

Pd(IT)- és Cu(II)iont tartalmazo vegyes fémkomplexek

A Cu(Il)ion a GlyMet-nal a pH-tol fliggben tobbféle Osszetételli komplexet
képez."t A [CuAH.,] Osszetételi komplex,

. . . CH27CH2
amelyben az amino- és az amidnitrogén mellett a Ni \NH
S 7 2
karboxilatoxigén koordinalddik a fémionhoz a 6-8 CH, RN
. Y . f . Pd
pH-tartomanyban 1étezik, ezért a mérést ebben a (‘:Hz SN o,
. r . v e , S ot/
pH-intervallumban végeztiikk. Ilyen koriilmények NH, S‘
mellett azonban a Pd(II)térzskomplex hidrolizise ((I:Hz)2 o
nem elhanyagolhatd, ezért a szamolas sordn a /CH—C</
hidroxokomplex képzddését is figyelembe vettiik. *C/Nt\ o
A stabilitasi 4llandd6 meghatarozasa soran | o2t
a molardny modszert alkalmaztuk, vagyis a CHZ\N'H;
Pd(II)torzskomplex koncentraciojat nem ) :
4.23. abra

véltoztatva  kiilonbozé ligandum-koncentraciok — p [Pd(dien) > —[Cu(GlyMetH. )]
mellett mértiik az oldat abszorbanciajat. A 4.22. rendszerben képz8dd vegyes
gbran a [Pd(dien)]*~[Cu(GlyMetH.;)] rendszer fémkomplex szerkezete
vizsgalata soran kapott spektrumok lathatok, melyeken jol megfigyelhetd, hogy a
kénatom koordinacioja kék eltolodast eredményez (330—>295 nm). Az egyensulyi
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alland6 szamitasat tobb hullimhosszon is elvégeztiik, majd a kapott értékek atlagat
fogadtuk el.

A 4.23. abran lathato szerkezetli vegyes fémkomplex esetén 1gK=3,26(7)
értéket kaptunk, ami lényegesen kisebb, mint a [Pd(dien)]*'~AcMet rendszerre
kordbban meghatarozott allandé (1gk=5,61""), de még mintegy 50%-o0s
komplexképzddésnek felel meg. Az egyensulyi allando kis értéke a nagy méretii
Cu(IDkomplex jelentds térigényével magyarazhaté. Emiatt ligos kozegben a
tioéterhid felbomlik, hidroxokomplex képzddik.

CuGM
b \ [Pd(dien)]
25 X —6—1:0,1 arany
——1:0,2 arany
—e—1:0,3 arany
——1:0,4 arany
—e— 1:0,6 arany
—+—1:0,8 arany
——1:1 arény
——1:1,6 arany
— 1:2 arany

0,5

0 T T T T T T T T
230 250 270 290 310 A(nm) 330 350 370 390

4.22. abra [Pd(dien)]”—[Cu(GlyMetH. )] rendszer abszorpcios spektruma a fém-ligandum
arany fliggvényében (cpd(m=10'3 mol-dm™)

A vegyes fémkomplex képzddését a Pd(II)torzskomplex koordinacios
szférajaban talalhatdé donoratomok valtoztatdsa is befolyasolhatja, ezért a
[PA(GlyMetH ;)] esetén is tanulmanyoztuk a [Cu(GlyMetH ;)] komplex
oldallancaban talalhato tioétercsoport koordinalodasat. Ezen torzskomplexben mar
egy kénatom kotédik a Pd(Il)ionhoz, igy a kdvetkezd tioétercsoport koordinacidja
igen kis spektralis valtozast okoz. Emellett az irodalombdl ismert az is, hogy a két
Pd(INtorzskomplex, a [Pd(GlyMetH.;)] és a [Pd(dien)]*" egyszerii tioéterkéndonor
ligandumokhoz val6 affinitasa eltérd, a fémion koordinacios szférajaban talalhato
kénatom hatasara az el6bbiben a Pd(II) soft karaktere lecsokken, ezért az AcMet-nal
képezett  vegyeskomplexének  stabilitisa  kisebb.'”™ Mindezek miatt a

spektrofotometrids vizsgalatok csak a két torzskomplex kozotti kolcsonhatas
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kialakulasat igazoljak, de egyensulyi 4llandd6 nem szadmithato megfeleld
pontossaggal.

Pd(IT)- és Ni(II)iont tartalmazé vegyes fémkomplex

A hid szerepét betolto tioétercsoportot a Cu(Il) helyett mas fémion, példaul
Ni(Il)ion komplexének nem koordinalodd oldallanca is tartalmazhatja. A
GlyMetGly [NiLH_;] 0sszetételi komplexe megfelelt céljainknak, hiszen a kénatom
nem kotddik a Ni(II)ionhoz.

Mivel mindkét torzskomplex diamagneses a vegyes fémkomplex képzddése
NMR spektroszkopias modszerrel is tanulmanyozhat6. A Ni(I[)-GlyMetGly
rendszer NMR spektrumaban (4.24.a abra) a nem koordinalddott tioétercsoportra
jellemzdé metiljel 2,164 ppm kémiai eltoloddsnal lathatd, mig mindkét Gly rész
metilén protonjai az analdég Pd(Il)komplexhez hasonléan (4.12. abra) AB tipust
multiplettet adnak. A 2,10 ppm-nél megfigyelhetd kis cstcs a kismértékii
ligandumfelesleg kdvetkezménye, ami elengedhetetlen ahhoz, hogy a paramagneses
Ni(IDionok jelenlétét kizarjuk. A [Pd(dien)]*" és [Ni(GlyMetGlyH,)] komplexek
kozotti kolesonhatas pD=9-n a 4.24.b abran lathatd spektrumot eredményezi. A
metilcsoporthoz tartoz6 cstcs (a tioéter-koordinaciora legérzékenyebb jel) 2,441
ppm-re tolddik, ami alatdmasztja a Pd(II)-S kotés kialakulasat, a kétmagvh vegyes
fémkomplex képzddését. A [Pd(dien)]”" -t és [Ni(GlyMetGlyH.,)]-t 1:2 ardnyban
tartalmazé minta spektrumaban (4.24.c é&bra) a szabad és a koordinalodott
tioétercsoport metilprotonjainak jelintenzitasa kdzel azonos, a Pd(Il) gyakorlatilag
teljes mennyisége tioéterhidas vegyes fémkomplexként talalhatdé az oldatban. A
Pd(II)- és a Ni(ID)torzskomplexeket kiilonb6z6 aranyban tartalmazé mintak
vizsgalata informaciot szolgaltat a tioéterkénnel kialakuld kdlcsonhatas erdsségeérol.
A kapott adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a kolcsonhatast jellemzo
egyensulyi allandé nagyobb, ha a tioéterkénatom egy Ni(ll)komplex nem
koordinal6do oldallancaban taldlhatd, mint a megfeleld Cu(Il)komplex esetén. Ez a
kiilonbség feltehetden azzal magyarazhato, hogy utobbi esetében a kénatom legalabb
részben axialisan kotdédhet a Cu(Il)ionhoz, mig a Ni(Il)komplexben a Ni(Il)-S
kolcsonhatas kizarhato, a tioétercsoport teljesen szabadnak tekinthetd.
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T T

38 = 34 30 ppm 26 22 18
4.24. abra A [Pd(dien)]*"-[Ni(GlyMetGlyH.,)] rendszer NMR spektruma pD=9,0
a, [Pd(dien)]*"-t nem tartalmazé minta b, 1:1,1 Pd(II)-Ni(II) ardny c, 1:2 Pd(II)-Ni(II) arany

A tioéterkén donoratom jelentés femionszelektivitasat  kihasznalva
tioéterhidat tartalmazo vegyes fémkomplexek dllithatok eld. Munkank soran
koordinative telitetlen Pd(Il)komplexek szabad koordindcios helyére Cu(ll)- illetve
Ni(lDkomplexek nem koordindlodo oldallancaban  talalhato  tioétercsoport
kotodesével képzodd vegyes femkomplexeket vizsgaltuk. A kolcsonhatas igazolasara
és egyensulyi allando szamitasara kézvetlen modszerként a spektrofotometria illetve
egyes esetekben az NMR spektroszkopia alkalmazhato. Kimutattuk, hogy a képzodo
vegyes femkomplex stabilitasa kisebb, ha a Pd(Il)torzskomplex tartalmaz kén
donoratomot ([Pd(dien)]”" és [Pd(GlyMetH.;)] eredményeit dsszevetve), ami a két
komplexbeli Pd(Il)ion eltérd soft karakterével magyardzhato. A kélcsonhatas
meértéket befolyasolja az is, hogy a hid szerepét betdlto tioétercsoport Cu(ll)- vagy
Ni(lDkomplex nem koordindlodo oldallancaban talalhato. Pd(Il)- és Cu(ll)iont
tartalmazo vegyes féemkomplex stabilitasi allandoja kisebb, mint a megfelelo Pd(1l)-
és Ni(ll)iont tartalmazo komplexé. Ennek oka feltehetéen az oldallancbeli
donorcsoport és a Cu(ll)ion kozotti igen gyenge axidlis kolcsonhatas.
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4.2. Aminosavak és peptidek Pb(II)komplexei

Az Pb(Il)ion metionintartalmu peptidekkel alkotott komplexeinek vizsgalata
soran a tioéterkénnel vald kolcsonhatas létének igazolasa, illetve ennek kizardsa
céljabol sziikségiink volt dsszehasonlitasi alapként az Pb(Il)ion egyszeri peptidekkel
képezett komplexeinek stabilitasi allanddira, valamint egyéb oldallancbeli
donorcsoportoknak a képzodé komplex stabilitdsara gyakorolt hatasanak ismeretére.
Az irodalomban talalhat6 kisszamu adat tobbnyire az altalunk alkalmazottol eltérd
kisérleti koriilményekre vonatkozik, ezért egy szélesebb korli vizsgalat soran azonos
koriilmények kozott meghataroztuk szadmos aminosav és peptid Pb(Il)komplexeinek
stabilitasi allandoit. A korabbi vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a legtobb
vizsgalni kivant ligandummal kis stabilitast komplexek képzddése varhatd, vagyis a
fémion hidrolizisének hatasa nem hanyagolhatd el, ezért a vizsgalatainkat az
Pb(Il)ion hidrolizisének tanulmanyozasaval kezdtiik.

4.2.1. Az Pb(ID)ion hidrolizisének vizsgalata

A fémion hidrolizisét 1-8-10° mol-dm™ o6lomkoncentracid-tartomanyban
pH-potenciometrids modszerrel tanulmanyoztuk. A vizsgalatokat csapadéklevalas
korlatozta, ami a koncentraciotdl fiiggéen pH~7-8-n tapasztalhat6. A hidrolizis
leirdsa soran a Sylva és Brown altal kozolt modellt™ tekintettiik kiindulasi alapként.
A 4.14. tablazatban a sajat kisérleti adatainkat legjobban leird, a kapott titralasi
gorbék pontjait a legkisebb hibaval kozelité modell mellett az irodalmi adatokat is
feltiintettem. A [Pb(OH)]" komplex stabilitasi dllanddjanak nagy hibajat az okozza,
hogy a vizsgalt koriilmények kozott igen kis mennyiségben képzddik, meghatarozo
részecske csak nagyon kis olomkoncentraciok mellett lenne. Egyéb monomer
hidroxokomplexek képzddése az alkalmazott kisérleti koriilmények mellett
kizarhat6. A képz6dd tobbmagvii komplexek pontos 0Osszetételének igazolasa
bonyolult, erre alkalmas kisérleti technika kivalasztasa igen nehéz feladat. A két 6
részecske, az [Pb 4(OH) 4]*" és az [Pb ¢(OH) s]*" 6sszetételti komplex 16tét korabban
is feltételezték.*™ A [Pb,(OH) 2,4]"" altalanos képlettel jellemezheté két komplex
oldatbeli szerkezetét Johansson és Olin rontgendiffrakcios modszerrel hatdroztdk
meg.””" Az elbbire a négy olomatom tetraéderes elrendez6dése a jellemzé, az
utobbiban azonban nem a szokvanyos oktaéderes geometria alakul ki, hanem négy
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olomatom egy tetraédert hataroz meg, tovabbi kettd pedig a tetraéder két lapjanak
koézéppontjaban helyezkedik el.

Az Pb(Il)ion aminosavakkal illetve peptidekkel képezett komplexeinek
vizsgélata soran alkalmazott kisérleti koriilmények mellett a két modell jo
egyezésben van. Jelent6sebb eltérés csak Iényegesen higabb oldat esetében
figyelhetd meg, amikor a hidrolizis visszaszorul és a monomer komplexek valnak
meghatarozdova. (4.25. abra)

100

920

80

70

6,0 6,5 70 pH 75 8,0 8,5 6,0 6,5 70 pH 75 8,0 85

cpp= 410" mol-dm™ irodalmi modell cpp=1-10* mol-dm™
100 100
90 90
Pb(Il) McH,
80 80
70 70
60 60
2 50 MsH4 2 50 |
o o
40 40
30 30
20 20
10 10
MH_,
0 T . . - 0 T T T T
6,0 6,5 70 pH 75 8,0 8,5 6,0 6,5 70 pH 75 8,0 8,5
cpy= 410" mol-dm™ sajat modell cpy=1-10" mol-dm

4.25. abra A képz6do hidroxokomplexek koncentracio eloszlasi gorbéi
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4. 14. tablazat Az Pb(Il)ion hidrolizisét leird6 modellek 6sszehasonlitasa

irodalmi modell™ sajat modell
MH_, ~7,86 -8,35(27)
M;H_, 23,91 -
M;H_s -31,75 -
MH_, —20,40 -20,18(2)
MH_g —43,38 —43,34(2)

A késObbi szamitasok soran a sajat modelliinket hasznaltuk, amellyel az
altalunk  alkalmazott szik  olomkoncentracio- ¢és  pH-tartomanyban a
hidroxokomplexek képzddése figyelembe veheto.

A Fe(III)- és Al(II)ionoktol eltérden, amelyek esetén a hidrolizis mar erdésen
savas oldatban is jelentds, az Pb(Il)ionnal csak pH~6-n kezdddik. gy utobbi fémion
és a vizsgalt ligandumok kozott a komplexképzddés a hidrolizis kezdete el6tt
elindul, illetve a két folyamat egymassal parhuzamosan jatszodik le, mig Fe(IIl)- és
Al(IIT)ionok esetén a ligandum a hidrolizalt fémionnal 1ép kdlcsonhatasba.

4.2.2. Az Pb(Il)ion aminosavakkal képezett komplexei

A vizsgalt aminosavak Pb(Il)komplexeinek stabilitasi allanddit a 4.15.
tablazat tartalmazza. Megallapithato, hogy valamennyi aminosavval kis stabilitasu
komplex képzddik, bar egyes oldallancbeli donoratomokkal kialakul6 kdlcsonhatas a
komplexképzodés mértékét noveli. Mig glicinnel még ligandumfelesleg (1:2 fém-
ligandum arany, 2-10° mol-dm™ 6lomkoncentracié) mellett is 6,75-0os pH-n a
fémionnak csupan 20, S-metil-ciszteinnel (SMC) 50, hisztidinnel pedig mar 80%-a
kotodik az aminosavhoz. A tablazatban szerepld pK-IgK értékek arra utalnak, hogy a
tioéter-, a karboxil- és az imidazolcsoportot tartalmaz6 aminosavak komplexének
stabilitdsa nagyobb, mint a legegyszeriibb aminosav, a glicin megfelelé komplexéé.
A téblazatban szerepld0 masik paraméter, a komplex hidrolizisét jellemzé pKon
(IgBma-1gBman.1) valtozasdbol hasonld kovetkeztetések vonhatok le, hiszen a
stabilitds novekedésével a hidrolizishajlam csdkken. A tioétercsoportot tartalmazo
metionin esetén a stabilitasvaltozas nem jelentds, de a pK-lgK értékében tapasztalt
eltérés nagyobb, mint a hibahatar. Mig a metionin komplexében a tioéterkén
donoratom koordinal6dasaval hattagu kelatgytrii alakulhat ki, az SMC esetén 6ttagti
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kelatgytirti képzodhet, ami a komplex nagyobb stabilitasat eredményezi. Mas tipust
ligandumok Pb(Il)komplexeinek vizsgalata soran is az oOttagl kelat képzddésének
kitiintetett stabilitasnovel6 hatasat figyelték meg.”

4.15. tablazat A vizsgalt aminosavak Pb(II)komplexeinek stabilitasi allandoi

ligandum MA MAH,; MAH | pK™ -IgK; | pKon
Gly 4,68(3)  -2,84(2) - 4,97 7,52
Met 4,39(4)  -3,18(4) - 4,73 7,57
SMC 4,49(1)  -3,50(2) - 4,27 7,99
Asp 595(1)  -2,142) 11,39(2) 3,66 8,09
His 596(1)  -2,28(8) - 3,16 8,24

Két aminosav, a hisztidin és az S-metil-cisztein esetében az oldallancbeli
donorcsoport koordinalédasanak igazolasara NMR spektroszkopids vizsgalatot is
végeztiink. A képz6dd komplexekben az aminosav kotésmodjat korabban
spektroszkopids modszerekkel nem bizonyitottdk, minden esetben csupan a

202-204 és az

stabilitasi allando értékébdl kovetkeztettek arra, hogy a hisztidin
aszparaginsav’"*"® haromfoguként koordinalodik.
Az imidazolnitrogén koordinalodasanak

hatasa az aromasgylrii CH(2) protonjanak

4 kémiai eltolodasara a legnagyobb. Az Pb(II)-
hisztidin rendszer NMR spektrumaban ezen
jel  eltolédasa  és  kiszélesedése  is

b, megfigyelhetd, ami az  oldallancbeli

J\ donoratom kotodésére utal (4.26. bra).
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Az  Pb(I)-SMC rendszer NMR
88 84 8 ppm 76 72 ¢¢ spektrumaban a CH proton jelének jelentds
4.26.abra Az Pb(I)-His rendszer mértékii eltolédasa (0,28 ppm) egyértelmiien

NMR spektruma pD=5,77 bizonyitja az aminocsoport koordinacidjat.
a, szabad ligandum b, 1:1,1 arany

Emellett  feltételezhetd a  tioéterkén
donoratom ¢és a fémion kozotti kdlcsonhatas is. Ezt igazolhatja a (kénatom melletti)
metilcsoport jelének a szabad ligandumhoz képesti igen kismértékii eltolodasa is
(esetiinkben 2,16 ppm-r6l, 2,18 ppm-re). A vizsgalat soran ugyanis egy atlagjelet
kapunk, (a gyors ligandumcsere kdvetkeztében a szabad és a komplexben kotott
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ligandum jele nem detektalhato kiilon,) s az alkalmazott koriilmények kozott a
komplex mellett igen nagy (pontosan kétszeres) mennyiségli szabad ligandum
talalhato.

Az eredményeink az irodalmi adatokt6l egy ponton térnek el jelentdsebben:
mig a vizsgalt rendszereket korabban biszkomplexek képzddésével irtdk le, mi
ezeket nem tartalmazo modellt alkalmaztunk. A vizsgalt ligandumok a Pb(Il)ion
szamara gyenge komplexképzok, melyekkel biszkomplexek képzddése csak nagyon
nagy ligandumfelesleg mellett valosulhatna meg, ilyen kisérleti koriilmények mellett
azonban nem végeztiink vizsgalatokat. Emellett a biszkomplex ¢€s a
vegyeshidroxokomplex képzddése azonos pH-effektussal jar.

4.2.3. Az Pb(ID)ion peptidekkel képezett komplexei

A vizsgalt peptidek Pb(Il)komplexeinek stabilitasi allandoit a 4.16. és 4.17.
tablazat foglalja Ossze.

4.16. tablazat A vizsgalt peptidek Pb(II)komplexeinek stabilitasi allandoi

MAH, | MAH MA | MAH, | pK-lgK | pKon
GlyGly - 9,82(4) | 3303) | -423(3) | 483 7,53
GlyGlyGly - 9,113) | 2,73(1) | -523(6) | 5,20 7,96
GlyMet - 9,95(2) | 3.42(2) | -4,08Q2) | 4,74 7,50
MetGly - 8,31(19) | 1,52(23) | -5,07(6) | 6,02 6,59
GlyMetGly - 9,57(8) | 3,12(4) | -4.28(5) | 4,88 7,40
GlyGlyMet ; 9,913) | 336(2) | -3,86(2) | 4,59 7,22
MetMetMet - - 1,81(4) - 5,44 ;
GlyGlu | 13,94(5) | 10,37(1) | 3,45(2) |-4,94(13)| 4,85 8,39
GluVal | 13,54(5) | 10,20(1) | 3,35(2) | -4,29(5) | 4,52 7,64
GlyAsp - 10,44(1) | 3,702) | -3,47(1) | 4,68 7,17
AspGly | 132(1) | 10,16(2) | 4,01(2) | -3,56(1) | 3,95 7,57
SerGly - 8,63(3) | 2,798(7) | -4,60(1) | 4,57 7,40
GlyHis - 10,25(4) | 3,25(3) | -3,64(1) | 4,94 6,89
HisGly - - 3,805(3) | -3,890(4) | 3,84 7,70
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Az  amidnitrogén  deprotonaldodasa  egyetlen  vizsgalt  peptid
Pb(Il)komplexében sem kovetkezett be, a képz6ddé [MAH.] komplexek minden
esetben hidroxokomplexek, vagyis a peptidek az Pb(Il)ion szamara az
aminosavaknal is gyengébb komplexképzok; az Pb(I)-GlyGly rendszerben még 1:5
fém-ligandum ardny mellett is csupan a fémion 20-25%-a talalhatd a peptidhez
kotott formaban.

A kapott adatok alapjan (a kiillonbz6 ligandumok pK-I1gK és pKoy értékeit
Osszevetve) megallapithatjuk, hogy a glicin és a diglicin Pb(II)komplexének
stabilitasa kozott nincs jelentOs eltérés, a triglicinnel azonban sokkal kisebb
stabilitdsu komplexek képzddnek.

Az oldallancban talalhato donorcsoport molekulan beliili helyzetének hatasat
is vizsgaltuk, az adott aminosavat C- illetve N-terminalis helyzetben tartalmazo
dipeptidek komplexein keresztiil.

A metionintartalmil di- és tripeptidek esetén az adatok nem jelzik a
tioétercsoport  kotddését, valamennyi ligandum (NH,,CO) koordinacidja
valoszintisithetd. A SerGly-ben talalhaté hidroxilcsoport koordinacidja is kizarhat6 a
stabilitasi allandok alapjan.

A karboxilcsoportot kiilonbozé helyzetben tartalmazo négy dipeptid koziil
csupan az AspGly Pb(Il)komplexe esetén figyelheté meg stabilitasnévekedés, ami
hattagti, (NH,,COQO") kelat kialakuldsaval magyardzhat6. Az amino- és az
oldallancbeli karboxilatcsoport nagyobb tavolsaga miatt nem valdsulhat meg ez a
kolesonhatas a masik harom ligandum (GlyAsp, GluVal, GlyGlu) komplexében.

Az imidazolnitrogén donoratom koordinalédasa (a karboxilcsoporthoz
hasonléan) csak N-terminalis hisztidin (HisGly) esetén valosul meg, ami a [PbL]"
Osszetételti komplex nagyobb stabilitasat eredményezi. A fémion és az oldallancbeli
donorcsoport  kozotti  kolcsonhatds igazolasa céljabol a rendszert NMR
spektroszkopias modszerrel is tanulmanyoztuk. Az 1:1,8 fém-ligandum aranyu
minta mellett 6sszehasonlitasként a HisGly spektrumat is felvettiik azonos pH-n
(6,45). Az aminocsoport koordinalédasat a szomszédos CH proton jelének jelentds
eltolédasa (4,189 ppm-r6l 4,57 ppm-re) egyértelmlien bizonyitja. Az
aromasgytriiben az imidazolnitrogén melletti CH(2) proton kémiai eltolodasanak a
komplexképzodés hatasara bekovetkezd kismértékii valtozasa (0,05 ppm), pedig
fémion és az oldallancbeli donoratom kozotti gyenge kdlesonhatas 1étrejottére utal.

Hérom tiolcsoportot tartalmazé peptid, az AlaCys, CysGly és a merkapto-
propionil-glicin (MPG) Pb(Il)komplexeit is tanulmanyoztuk. A kapott egyensulyi
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allandokat a 4.17. tablazat tartalmazza. Az irodalombol jol ismert az Pb(Il)ion
tiolcsoporthoz vald nagy affinitdsa. A tiolatkén donoratommal kialakuld erds
kolesonhatas kovetkeztében ez a harom ligandum a tobbi peptidnél 1ényegesen jobb
komplexképz6. Mig a komplexképzdés €s a fémion hidrolizise mas Pb(II)-peptid
rendszerekben egymassal parhuzamosan jatszodik le, ezen ligandumokkal pH~6-n,
ahol a fémion hidrolizise elkezd6dik, mar nem talalhato szabad fémion az oldatban.
Az alkalmazott kisérleti koriilmények kdzott ezen ligandumokkal a monokomplexek
mellett biszkomplexek is jelentés mennyiségben képzddnek.

rrrrr

Pb(Il)komplexeik stabilitasi allandoi

AlaCys | CysGly | MPG | MPG*
HA 9,635 9,36 8,312 | 8,191
H,A 17,604 | 1632 | 11,723 | 11,62
H;A 20,537 19,5 - -
MAH, 20,49(4) | 17,96(8) - -
MAH 15,99(4) | 13,78(12) | 10,102) | 9,85
MA 8,32(12) | 10,40(1) | 7,008(3)| 6,73
MAH., 0,80(6) | 2,32(4)  -1,51(6)| -
MAH,, - - -12,8(1) | -
MA,H, [30,06(11)  28,46(18) - -
MA,H 22,0(2) | 23,26(4) - -
MA,H,, - - 1,80(7) | -
MA, 13,67(12) | 15,96(3) | 12,38(1)| 11,53
MA; - 19,0(1) | 15,65(3)| 14,38
MA; - - 22,36(3) | 20,85
pK-IgK 1,32 1,04 1,3 1,46
Ig(K/Ky)" | 2,97 4,83 1,64 | 1,93
lg(K/K)" | 1,92 0,90 - -

* Az adatok a 207. hivatkozasbol (310K, 1=0,15 mol-dm™)

A 6 koordinacios hely szerepét a tiolcsoport tolti be, emellett a kénatommal
kelatképzé helyzetben 1év6 egyéb donoratomok is koordinalodnak. Az MPG
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4.2. Aminosavak ¢és peptidek Pb(Il)komplexei

karbonil-, mig az AlaCys karboxilatoxigénjének résztvételével (S,0) kelat alakul ki
a komplexképzodés soran. Mindkét peptid mono- ¢és biszkomplexeiben a
ligandumok kétfogu koordinacidjat tamasztja ala a 1gK,/K, értéke, amely protonalt
és nem protonalt komplexek esetén sem til nagy. A CysGly-nel (NH,,S)
koordinacié valdsul meg. Bar ezen ligandumhoz nagy 1gK,/K, érték tartozik, ez
azonban lényegesen kisebb, mint a haromfogiként koordindlédod cisztein illetve
penicillamin esetén kozolt (5,86 illetve 9,594) adatok.*

A CysGly és az AlaCys [PbA]™ &sszetételii komplexének stabilitisa
gyakorlatilag megegyezik (pK-lgK értékeket Osszehasonlitva), a tiolcsoportot
tartalmazo oldallanc hatasa azonos N- ¢s C-terminalis helyzetben, ami arra utal,
hogy a kelatképz6dés a lancvégi amino- illetve a karboxilatcsoporttal egyarant
kedvezo.

Az amidnitrogén deprotonalédasa a vizsgalt tiolcsoportot tartalmazo
peptidek Pb(II)komplexeiben sem kdvetkezik be. Ennek igazolasara a MPG esetén
1:1 és 1:2 fém-ligandum arany mellett NMR spektroszkopias vizsgalatot is
végeztiink. Az amidnitrogén deprotonalddasa és koordinalddasa a szomszédos CH,
protonok jeleinek jelentds eltolodasat eredményezné, ezt azonban nem tapasztaltuk.
A komplexképzddés csupan a CH proton jelének kémiai eltolodasaban okoz
nagymértékii valtozast (kb. 0,9 ppm-mel nd), bizonyitva a ligandum (S,CO)
koordinaciojat.
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4.27. abra A Pb(I)-Zn(11)-CysGly rendszerben képz6d6 komplexek koncentracioeloszlasi
gOI'bél Cpb(n~=Czn(n™ 2'10>3 mol'dm’3, CcysGly™ 4-103 H’lOl'dITl_3
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A Pb(I)ion tiolokhoz valé nagy affinitasa okozhatja szdmos biologiai
hatasat. Ezek koziil a cinktartalmu enzimekkel vald kolcsonhatasrol szolgaltat
informaciot a 4.27. abra tobbkomponens{i modellrendszere. Lathato, hogy az Pb(II)-
és Zn(ID)iont valamint CysGly-t 1:1:2 ardnyban tartalmazé rendszerben fizioldgias
pH-n a tiolcsoportot tartalmazé ligandum kb. 50-50%-ban oszlik meg a két fémion
kozott. Az Pb(Il)ion tehat képes kiszoritani a Zn(Il)iont a tiolcsoportot tartalmazo
metalloenzimekbdl, valamint a cinkujjakbol.

A tioéter donorcsoport nem kotéhely a Pb(Il)ion szamara. A tioéterkénatom
és a femion kozotti gyenge kélcsonhatas kizarolag abban az esetben valosulhat meg,
ha az Pb(lDiont a ligandum masik két donoratomja kelatként koti, s a kénatom
koordinalédasaval még egy ottagu kelat alakulhat ki (példaul az S-metil-cisztein
Pb(IDkomplexében). Az Pb(ll)ion igen erdsen kotodik tiolcsoportot tartalmazo
peptidekhez, ennek kovetkeztében kompeticioban lehet a Zn(ll)ionnal ezen
kotohelyekért, tobbek kozott ez a kdlcsonhatdas is okolhato az élo szervezetre
gyakorolt karos hatasaért.

4. 3. A Cu,Zn-SOD aktiv centrumat modellez6 peptidek
Cu(II)- és Zn(II)komplexei

A Cu,Zn-SOD enzimben a rézhez és a cinkhez koordinalodd két-két
donoratom a peptidszekvenciaban egymashoz kozel elhelyezkeddé aminosavak
oldallancéban talalhato, amelyek a rézkotOhely esetén egy tripeptiddel (HisValHis),
mig a cinkkotohely esetén egy tetrapeptiddel (HisValGlyAsp) modellezhetok.
Vizsgalatainkhoz e két peptid mindkét lancvégen védett valtozatat (analogjat)
valasztottuk.

Mindkét peptid C- és N-terminalis lancvége is védett, ezért csak az oldallancbeli
donorcsoportok deprotonalodasat jellemzo pK-értékek hatarozhatok meg. Az N-
acetil-hisztidil-valil-hisztidinamid (AcHVHNH,) esetén mért két pK a két
imidazolcsoporthoz rendelhetd. Az adatok jol egyeznek hasonld ligandumokra
korabban kozolt értékekkel.*>1382%82% A pK értékek kiilonbsége igen kicsi (0,94
logaritmikus egység), ami arra utal, hogy a két oldallanc deprotonalodasa egymassal
atfedésben jatszodik le. Ellenben az N-acetil-hisztidil-valil-glicil-aszparaginsavamid
(AcHVGDNH,) esetén a két deprotonalddasi 1épcséd elkiiloniil: az aszpartil rész -
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karboxilcsoportja sokkal erdsebb sav (pK=3,81), mint a hisztidil rész protonalt
imidazolnitrogénje (pK=6,60).

4.18. tablazat A ligandumok protonalddasi allandoi valamint Cu(Il)- és Zn(II)komplexeik
stabilitasi allandéi (I = 0,2 mol-dm™ KCI, T =298 K)

Ac-HisValHisNH; Ac-HisValGlyAsp-NH,
HL 6,82(2) 6,60(1)
H,L 12,70(2) 10,41(2)
[CuL]*™ 6,63(2) 5,19(2)
[CuL,]** 11,58(5) -
[CuLH_,] -5,86(3) -
[CuLH. ]+ ~16,20(3) —15,39(8)
[CuLH_* - ~26,19(10)
[ZnL]* - 3,73(4)
[ZnLH_4] - -3,53(5)
100
Cu(ll) [CUAH_2] [CUAH_3]_
80 [CUA]2+
o60 E
40
20
[CuA I
3 4 5 6 7 PH g 9 10 1

4.28. abra A Cu(Il)- AcHVHNH, rendszerben képzddé komplexek
koncentracideloszlasi gorbéi (ccym= Ciig= 2-10” mol-dm™ )

Az AcHVHNH, komplexei

Bar az AcHVHNH, a szuperoxid-diszmutdz enzim rézkotOhelyének
modellje, 6sszehasonlitas céljabol a peptid komplexképzodését a Cu(Il)ionon kiviil
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Zn(Il)ionnal is vizsgaltuk. A 4.18. tablazatban a ligandum protonalodasi allandoi
mellett a képz6dd komplexek stabilitasi allandoit is feltiintettem. Az adatok jelzik,
hogy ezen védett tripeptid a Cu(Il)ion szamara jo komplexképzének tekinthetd. Ezt
tamasztja ala a 4.28. dbra is, amelyen a Cu(Il)-AcHVHNH, rendszerben 1:1 fém-
ligandum arany mellett képz0do komplexek koncentracioeloszlasi gorbéi lathatok a
pH fiiggvényében. A fbb részecskék, a [CuL]*" , [CuLH.,] és [CuLH.3] Ssszetételii
komplexek koordinaciés modjat spektrofotometrias, ESR és CD spektroszkopias
modszerrel hataroztuk meg. A részecskék spektralis paramétereit a 4.19. tablazat
foglalja 0ssze.

4.19. tablazat A Cu(Il)komplexek spektralis paraméterei

Amax A MA
komplex nm(Ml(:r)nl) (104(:”rn*1) . nm(l\/(lli)ml)

[CuL]* 690(35) 170 2,310 -

= [CuL,]* 570(70) 173 2,250 -
“ 585(-0,82)
Z | [CuLH,] 530(126) 197 2,186 | 480(+1,15)
%’ 340(-2,20)
'ﬁ 560(~0,60)
< [ [CuALH,;] | 530(126) 200 2,177 | 470(+0,30)
335(-0,90)

[CuL] 730(30) 170 2,310 -

| [CuLH,] - 175 2,290 -
= 610(+0,45)
2 ) 520(~1,45)

< | [CuLH] 580(128) 178 2,260
2 320(+2,20)
% 255(+2,25)
.E 580(+0,80)
& . 500(-2,30)
< | [CuLH]’ 535(128) 210 2,172

310(+2,30)
230(+4,50)
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A [CuL]*" komplex pH<5 képzddik. Ilyen koriilmények kozott, a ligandum
pK értékeit figyelembe véve, az imidazol-oldallancbeli nitrogén donoratomnak
protonalt formaban kell lennie, ha nem koordinalodik a fémionhoz. Emellett a
[CuHL]" 6sszetételii protonalt komplex hidnya tovabbi bizonyiték arra, hogy a
[CuL]*" komplexben mindkét imidazol oldallinc kotédik a fémionhoz, makrokelat

képzbdése kozben. A korabbi irodalmi eredményekkel'>"'3%208:210

jO egyezésben 1évo
spektralis paraméterek (ESR, spektrofotometria) is alatamasztjak a 4.29.a abran
lathato feltételezett szerkezetet. A pH<5-n a CD spektrumban egy nagyon kis
intenzitasu, pozitiv CE észlelhetd a 650-700 nm hullimhossz-tartomanyban, ami
tovabbi kozvetett bizonyitéknak tekintheté arra vonatkozoan, hogy a [CuL]**
komplexben csak az imidazolnitrogén donoratomok koordinalédnak. Korabban
hasonlé megfigyelésrél szamoltak be olyan peptidkomplexek CD spektroszkdpids

vizsgalatai sordn, melyekben az imidazolnitrogén donoratomok voltak az egyediili

fémmegkoto helyek.z’so’1 38,208,211
H3C _CH; /CH3
o HsCchy
0 _—CH__ 7 \
o /’ N0 o N Negy©
A N~cy ™~ —NH

\>C—HN—CH tH—c”. 0 /\\c/ N ct 2
HsC NH; I cu? CHa

3 HyC, CH, H3C—C—NH-CH

%\ /% v N/%
\//N\‘Cui:N\\—NH Z/\N i

HN a, J
ARG N
H,O' OH, H b
CHj
HsC—CH
CH C//O
N A
Ox N AN=cH™ "NH,
C +

~
HaC™ N
3 o) ¢,
4.29. abra Az AcHVHNH, Cu(I)komplexeinek feltételezett szerkezete
a, [CuL]2+ , b, [CuLH,;], ¢, [CuLH_;] 0sszetételli komplex

Ligandumfelesleg jelenlétében jelentés mennyiségben képzédik a [Cul,]*"
Osszetételll komplex is. A spektralis paraméterek alapjan ezen részecskében harom
vagy négy nitrogén donoratom koordinacidja valosziniisithetd.
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A [CulLH,] osszetételi komplex képzodését a d-d atmenet abszorpcids
maximumanak jelentds mértékil kék eltolodasa, valamint az ESR és CD spektrumok
jellegzetes valtozasa kiséri. A spektralis paraméterek (4.19. tablazat) egyértelmiien
alatdmasztjak a 4.29.b abran lathaté, négy koordinalédd nitrogén donoratomot
tartalmazo komplex 1étét. Az imidazol-oldallanc tehat horgonydonorként viselkedik,
kotodése eldidézi az amidcsoport deprotondlodasat és koordinalodasat. Ezt a
jelenséget korabban mas védett N-terminalis aminocsoporttal rendelkezd
hisztidintartalma peptidek esetén is tapasztaltik.””’ Egy hasonld szerkezeti
tetrapeptid, az AcHisGlyHisGlyOH Cu(Il)komplexében pedig szintén egy héttagii
kelatgytirii kialakulasara kovetkeztettek.”® A Cu(II)-AcHVHNH, és a Cu(ll)-
AcHisGlyHisGlyOH rendszerekben képz6dé komplexek Osszetétele nagyon
hasonlé. A [CuL]*" részecskékben makrokelat kialakulasa valosziniisitheté mindkét
peptid esetén, a [CuLH,] és a [CuLH;] 0Osszetételi komplexek spektralis
paraméterei azonban jelentésen eltérnek a két ligandum esetében. Ugy tiinik, hogy a
C-terminalis Gly-nek és szabad karboxilat csoportjanak jelentds hatdsa van a
AcHisGlyHisGlyOH tetrapeptid komplexképzé sajatsagara. Emiatt a két peptid
eltéré modon viselkedhet lugos oldatban, bar mindkettd esetén az ilyen koriilmények
kozott képzodo részecskében négy nitrogén donoratom koordinalodik.
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4.30. abra A Cu(II)-AcHVHNH, rendszerben képz6do komplexek CD spektruma

A [CuLH,] = [CuLH,;] atalakulés jelentds valtozast eredményez az ESR
és CD paraméterekben (4.30. abra), ellenben az UV-lathato spektrum valtozatlan
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marad. Mindez azt tdmasztja ald, hogy a [CuLH_;]" komplex képzddése nem egy
egyszerli hidrolitikus folyamat, hanem az acetamidocsoport nitrogénatomja
deprotonalodik, és felvaltja az N-terminalis His imidazolcsoportjat (N(Iml)) a
fémion koordinéacids szférajaban. A [CuLH.;]| 0Osszetételi komplex feltételezett
szerkezete a 4.28.c abran lathato. A két komplexben talalhatd csatolt kelatgytiriik
tagszamanak Osszehasonlitasa is alatamasztja ezt a kovetkeztetést, hiszen a (7,5,6)
tagi kelatrendszert (5,5,6) tagi valtja fel, amelynek termodinamikai stabilitasa
sokkal nagyobb.”’* Az irodalomboél jél ismert, hogy az XYHis aminosav-
szekvencianak, amely az albumint modellezi, kiemelkedd fémmegkdtd képessége
van, kiilondsen, ha a terminalis aminocsoport is részt vehet a koordinacidban.'?’ 23
A szabad terminalis csoportokkal rendelkezé HisValHis [CuLH.;] komplexe esetén
is albuminszerli kétésmod kialakuldsérol szamoltak be kordbban.'* A lancvégi
aminocsoportot amidda alakitva a ligandum fémmegkotd képessége azonban
jelentdsen csokken. Egy korabbi vizsgalat soran a Z-GlyGlyHis-OH nagy pH-n
képz6dd [CuLHs]> osszetételi komplexében is a peptid (N,N N’ N(Im))
koordinaciés modjara kovetkeztettek.””’ Utobbi részecske spektralis paraméterei
(g)=2,180, A||=202-10'4 cm™) nagyon j6 egyezésben vannak az AcHVHNH,
megfeleld komplexének adataival (4.19. tablazat), ami alatdmasztja, hogy a két
peptid azonos modon koordinalodik.

A Zn(II)-AcHVHNH, rendszer esetén is végeztiink potenciometrids
vizsgalatokat, de a Zn(Il)komplexek stabilitasi allanddinak meghatarozasa nem volt
lehetséges. A pH<5 tartomanyban a ligandum nem 1ép kdlcsonhatasba a fémionnal,
mig ennél nagyobb pH-n barmilyen fémion-ligandum arany mellett
csapadekképzodés kovetkezik be. Korabban mas, két hisztidil-oldallancot tartalmazo
peptid Zn(I)komplexeinek vizsgalata soran is hasonlo tapasztalatokrol szamoltak
be.”” A csapadékképz6dés enyhén savas pH-n kovetkezik be, ahol a cinkion még
nem hidrolizal. Irodalmi adatok szerint az imidazolcsoportot tartalmazoé ligandumok
komplexképzddési reakciodi Zn(Il)ionnal savas pH-tartomanyban jatszodnak le, a
csapadek tehat nagy valdszinliséggel a vizsgalt tripeptid Zn(II)komplexe. Mivel a
vizsgalt ligandummal képz6dé [ZnL]*" osszetételii komplex toltéssel rendelkezne, a
rossz oldékonysagot nem okozhatja toltésneutralizacio. A Zn(Il)ionra emellett nem
jellemzé a makrokelat szerkezetii komplexek képzédése sem. Ezért [Zn,L,]*""
Osszetételli, ligandumhidas polimer szerkezetli komplex kialakulasat valoszinusitjik,
amelyben a peptid két hisztidil-oldallanca nem ugyanahhoz a cinkionhoz k&todik. A
csapadék visszaoldodasat még erésen lugos oldatban sem tapasztaltuk, vagyis az
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amidnitrogén deprotondlodasa és koordindloddsa nem kovetkezik be ebben a
rendszerben.

Az AcHVGDNH,; komplexei

A  CuZn-SOD Zn-kotéhelyét modellez6 védett tetrapeptid, az
AcHVGDNH, Cu(Il)- és Zn(Il)komplexeit pH-potenciometrids és spektroszkopias
modszerekkel tanulmanyoztuk. Az egyes komplexek stabilitasi allandoit és
spektralis paramétereit a 4.18. és a 4.19. tablazat tartalmazza.

A Cu(I)-AcHVGDNH, rendszerben enyhén savas oldatban képz6dd [CuL]"
Osszetétell komplexben a peptid imidazolnitrogén donoratomja az elsddleges
fémmegkoté hely. A [CuL]” komplex stabilitasi 4llandoja lényegesen kisebb, mint
az AcHVHNH, azonos 0Osszetételi komplexéé, de az egyszeri imidazol-
donorcsoportot tartalmazd ligandumok esetén tapasztaltnal sokkal nagyobb.”'*
Mindez a spektralis paraméterekkel (4.19. tablazat) egyiitt azt tamasztja ald, hogy az
aszpartil-oldallanc B-karboxilatcsoportja is koordinalodik a fémionhoz, azaz egy 17-
tagi makrokelat alakul ki (4.31.a abra). A 6<pH<10 tartomanyban valamennyi
vizsgalt fémion-ligandum ardny mellett csapadéklevalast tapasztaltunk, amit a
fémion hidrolizise, vagy egy kis oldékonysagi komplex képzddése okozhat. A pH
novelésével azonban az amidcsoportok deprotondlédnak és koordinalodnak a
fémionhoz, ami a csapadék visszaoldodasat eredményezi. Lugos kézegben (pH>10)
[CuLH.;]* és [CuLH.4]*" komplexek vannak jelen a tiszta oldatban. Aszparaginsavat
kozbensé helyzetben tartalmazd tri-, tetra- és pentapeptidek fémkomplexeinek
korabbi vizsgalata soran megallapitottak, hogy az aszpartil-oldallanc B-karboxilat-
csoportja a fémionhoz kotdédve elOsegiti az eltte talalhato amidcsoport

deprotonalodasat és koordinalodasat.>' !
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4.31. abra Cu(I)-AcHVGDNH, rendszerben képz6d6é komplexek szerkezete
a, [CuL]", b, [CuLH.,]* &sszetételii komplex
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4. 3. A Cu,Zn-SOD aktiv centrumat modellez6 peptidekCu(Il)- és Zn(I)komplexei

Az abszorpcids spektrumban jelentds kék eltolodas figyelhetd meg a
[CuLH.;]*=>[CuLH.]> atalakulassal parhuzamosan, ami arra utal, hogy az utobbi
részecskében tobb a koordinalt nitrogén donoratom az ekvatoridlis sikban, vagyis
egy Ujabb amidnitrogén, a deprotondlodott acetamidocsoport donoratomja kotodik.
A [CuLH.]* komplexben négy nitrogén donoratom koordinalédik a rézionhoz,
(N, N ,N"N") kotésmod valdsul meg (4.31.b abra). A [CuLH.;]* osszetételii komplex
paraméterei tobbféle szerkezettel is értelmezheték, a harom deprotonalodott
amidnitrogén mellett egyrészt a karboxilatoxigén koordinalodasaval, masrészt az
imidazol- és a karboxilatcsoport egyidejii kotddésével, amely egy erdsen torzult
szerkezetil, 6t0s koordinacios szami komplexet eredményezhet.

Az elébbiekkel egyezésben a Cu(Il)-AcHVHNH, rendszer esetén a komplex
spektruma nem valtozott annak hatasara, hogy a fémion koordinacios szférajaban az
imidazolnitrogén egy deprotonalodott amidnitrogénre cserélddott.

A tablazatokban szereplé [CulLH.;] komplex csupan kis mennyiségben
képzddik a vizsgalhatdé pH-tartomanyban. Szerkezetérdl csak ESR spektroszkdpias
modszerrel nyerhet$ informécio. A paraméterek alapjan (g,=2,290, A;=17510" cm™)
két nitrogén donoratom koordinacidja feltételezhetd, vagyis az imidazolnitrogén
mellett egy deprotonalodott amidnitrogén is taldlhato a fémion koordinacios
szférajaban. Korabban hasonld, (N(Im),N") kotésmod kialakulasara kovetkezetettek
a Z-HisGly-OH-nel képz6dé [CuLH.] Osszetételli komplex esetén is. (Utobbi
komplex paraméterei:'*’ g,=2,269, A, =176:10" cm™))

A védett tetrapeptid, az AcHVGDNH, Zn(I)komplexeit is vizsgaltuk pH-
potenciometrias modszerrel. A Zn(II)-AcHVHNH, rendszerrel ellentétben nem
tapasztaltunk csapadékképzddést savas kozegben, a fémion hidrolizise azonban
bekdvetkezik semleges illetve enyhén lagos oldatban. A [ZnB]" dsszetételli komplex
stabilitasi allandé értéke arra utal, hogy az imidazolnitrogén mellett az aszparaginsav
karboxilatcsoportja is részt vesz a fémion megkotésében. A [ZnBH,] részecske
valoészinilileg egy vegyeshidroxokomplex, melynek képzodése csapadéklevalassal
jar. A Zn(Il)ion tehat nem képes eldidézni az amidnitrogén deprotonalodasat. Ez
egyezésben van a varakozasokkal, mivel amiddeprotonalodast és az azt kovetd
koordinaciot a szabad lancvégi aminocsoporttal rendelkezd tetrapeptid
Zn(I))komplexénél sem figyeltek meg.'”
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A Cu(Il) - AcHVHNH, — AcHm vegyes ligandumu rendszer vizsgalata

A Cu,Zn-SOD aktiv centruméban a Cu(Il)- és Zn(Il)iont egy negativ toltésti,
imidazolato-hid koti 0ssze. Ezt a kolcsonhatast vegyes ligandumt rendszereken
keresztiil tanulmanyozhatjuk. A hid szerepét az enzimben a protein egyik
hisztidinjének oldallanca tolti be, amelyet vizsgalataink soran az N-acetil-
hisztaminnal (AcHm) modelleztiink, ami nagyobb mérete miatt realisabb modell,
mint az imidazol molekula.

A Cu(Il)-AcHVHNH,(A)-AcHm(L) rendszer vizsgalata soran a
torzskomplexek mellett két 0j részecske, a [CuAL]*" és a [CuALH.,] osszetételii
vegyeskomplexek képzddését tapasztaltuk, melyek stabilitasi allanddja 1gB;1,0=10,10
és lgPi11.1=-3,93. A folyamatot jellemz6 egyensulyi allandoé értéke 3,47, ha az AcHm
a [CuA]*" komplex szabad koordinacioés helyére kotédik, mig 1,93, ha a [CuAH.,]
részecskéhez. Az irodalomban az AcHm szabad Cu(Il)ionnal val6é kdlcsonhatasara
1gK=3,97 adat talalhat6,” ami nem sokkal nagyobb, mint a [CuAL]*" komplex
esetén kapott érték. A [CuALH_,] 0sszetételii komplexhez tartozo stabilitasi allando
azonban igen kicsi, ami azt jelzi, hogy a [CuAH,] torzskomplex esetén a
vegyesligandumt komplex képzddése nem kedvezo, mivel a tripeptid négy nitrogén
donoratomja teliti a fémion koordinacios szférajat. Mindkét vegyesligandumii
komplexrdl elmondhatd, hogy nem rendelkeznek kiugré stabilitassal, s moltortjiik
csupan 15-20%.

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Cu,Zn-SOD aktiv
centrumdban az imidazolato-hid stabilitdsdit nem specifikus fémion-ligandum
kolesonhatas okozza, hanem a fehérje konformacié hatasa a dontd.

A kapott eredmények alapjan megdllapithatiuk, hogy az enzimbeli
aminosavszekvencidat kiugro femmegkoto képesség jellemzi. A Cu(ll)- és Zn(ll)ionnal
képzddo MA dsszetételii komplexekben az enzimhez hasonloan makrokelat alakul ki.
Az oldallancbeli donorcsoportok horgonydonorként viselkednek, elosegitik az
amidnitrogének deprotonalodasat és koordindlodasat. Az N-acetil-hisztaminnal
keépzodo vegyesligandumu komplexek nem rendelkeznek kiugro stabilitassal, ami
arra utal, hogy az imidazolato-hidas, tobbmagvi szerkezet kialakuldsaban az
enzimfehérje konformacionak van meghatdrozo szerepe.
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5. Osszefoglalas

A metalloenzimekben a fémion megkotésében meghatirozd szerepet
jatszanak a protein oldallancdban talalhatd funkcids csoportok. Munkéank soran a
legfontosabb kotohelyek koziil két donorcsoport, az imidazol- és a tioétercsoport
szerepét tanulmanyoztuk.

Egyik {6 célkitlizésiink a fémion-tioéterkén kdlcsdnhatas vizsgélata volt a
fémionok igen széles korében, mivel ezen donorcsoportra jelentds
fémionszelektivitas jellemzo. A valasztott kétértékii fémionok kozott talalhatok a 3d
(Co™", Ni*, Cu™", Zn*™), a 4d (Pd*" és Cd*") valamint a fécsoportbeli elemek (Pb*")
ko6zé sorolhatok is. A szisztematikusan valasztott metionintartalmu di- és tripeptidek
(GlyMet, MetGly, MetGlyGly, GlyMetGly, GlyGlyMet, MetMetAla, MetGlyMet és
MetMetMet) komplexeit a pH-potenciometria mellett a képz6dd komplexek
koordinacios modjanak igazolasa céljabol kiilonbozo spektroszkopias modszerekkel
is tanulmanyoztuk, azaz spektrofotometrias, CD, ESR illetve NMR spektroszkopias
vizsgalatokat is végeztiink.

A vizsgalt fémionok a tioéterkénnel kialakuld kolcsonhatds mértéke,
eréssége alapjan harom csoportba sorolhatok:

. A Zn(II)-, Co(II)-, Cd(II) és Pb(Il)ionokkal képz8dd [ML]" Osszetételii
komplexben a vizsgalt metionintartalmu peptidek (NH,,CO) koordinacidja valosul
meg, a tioéterkén donoratom kétédése gyakorlatilag kizarhato.

. A Cu(Il)- és Ni(I)ionnal valé komplexképzddés soran a tioétercsoport
hatasa csak masodlagos, a meghatarozo szerepet a peptidlanc tolti be.

Valamennyi vizsgalt tripeptid [NiLH,] &sszetételi komplexében, a
peptidekre altalanosan jellemz6 koordinacidés mod (NH,,N',N,COQ")) valosul meg.
A tioétercsoport gyenge koordinacioja csak az N-terminalis helyzetben metionint
tartalmazd tripeptidek [NiL]™ dsszetételdi, oktaéderes komplexében mutathato ki.

Cu(Il)ion esetében a tioétercsoport térbeli helyzetétdl fiiggéen a kénatom is
kotodhet egyes komplexekben, melyek sztdchiometriai Osszetétele €s a peptid
aminosavszekvenciaja kozott szoros Osszefiiggést mutattunk ki. Nevezetesen Cu-S
kolesonhatas a [CuL]’, [CuLH.] illetve [CuLH,] Osszetételii komplexekben jon
létre N-terminalis, kdzbensé helyzetii illetve C-terminalis metionint tartalmazo
tripeptidek esetén.

. A Pd(IDion szamara a tioétercsoport az elsédleges fémionkotéhely, amely

pH-tol fiiggetleniil koordinalodik. A peptid oldallancaban talalhato tioéterkén
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donoratom koétédése a képzddd komplexek kiemelkedd termodinamikai stabilitasat
és az atmenetifém-ionok peptidkomplexeire jellemz6tol eltéré szerkezetek
kialakulasat eredményezi. A C-terminalis illetve kozbensd helyzetben metionint
tartalmazo tripeptidek tioétercsoportja horgonydonorként viselkedik, igy az
amidnitrogén deprotonaldédasa és koordindloddsa mar erdsen savas kozegben
bekovetkezik, (NH,,N',N,S) illetve (NH,,N’,S) koordinaci6 alakul ki. Ezzel
ellentétben a tioétercsoport kotédése gatolja a téle a C-terminalis lancvég iranyaban
talalhatd peptidcsoport deprotonalddasat, igy ez a folyamat a MetGlyGly esetében
nagyobb pH-n jatszodik le, mig a GlyMetGly masodik amidnitrogénje a teljes
vizsgalt pH-tartomanyban protonalt marad, vagyis dipeptidszerii viselkedés
tapasztalhato. Utobbi ligandum esetén egy- és haromfogii molekulakat tartalmazo
biszkomplexek képzodését is kimutattuk, ezek kotési izomereit a tioéter/amino-
koordinacio pH-fiiggése és az NMR spektrumok alapjan azonositottuk. N-terminalis
metionint tartalmazo6 peptidekkel képz6dd biszkomplexekben ellenben az amino- és
a tioétercsoport kotédésével hattagi kelatgylri képzodik.

A tioéterkén donoratom eldbb részletezett fémionszelektivitasat kihasznalva
tioéterhidat tartalmazd vegyes fémkomplexek allithatok el6. Munkank soran
koordinative telitetlen Pd(Il)komplexek szabad koordinacios helyére Cu(Il)- illetve
Ni(IDkomplexek nem koordinalodé oldallancaban talalhatd tioétercsoport
kotodésével képz6dd vegyes fémkomplexeket is vizsgaltunk spektroszkdpids
modszerekkel (spektrofotometria, NMR). Kimutattuk, hogy a képz6dd vegyes
fémkomplex stabilitasat befolyasolja, hogy a Pd(I)tdrzskomplexben milyen
donoratomok koordinalédnak a fémionhoz (hard-soft karakter), illetve mely fémion
(Cu(Il) vagy Ni(Il)) komplexének nem koordinal6dé oldallancaban talalhaté a hid
szerepét betolto tioétercsoport.

Az Pb(Il)ion esetén az irodalmi adatok hidnyossaga miatt, 0sszehasonlitas
céljabol a vizsgalt ligandumok korét kiterjesztettilk, egyéb oldallancbeli
donorcsoportokat tartalmaz6 aminosavak és peptidek komplexeit is tanulmanyoztuk.
Megallapitottuk, hogy az oldallancbeli donorcsoport hatdsa csak tiolcsoportot
tartalmazo ligandumok esetén jelentds, azonban kismértékii stabilitasnovekedés N-
terminalis helyzetben hisztidint és aszparaginsavat tartalmazo peptid esetén is
kimutathato.

Szamos enzim aktiv centumaban kotédik imidazolnitrogén a fémionhoz,
emiatt igen sok munka taldlhaté az irodalomban, amelyben az elébb emlitett
donorcsoport koordinaciora gyakorolt hatasat vizsgaltak. Céljaink kozott ezért csak
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egyetlen enzim, a szuperoxid-diszmutizok kozé tartozé6 Cu,Zn-SOD, modell
komplexeken keresztiili vizsgélata szerepelt. Az aktiv centrumban a rézhez és a
cinkhez koordinalodo két-két donoratom a peptidszekvenciaban egymashoz kozel
elhelyezked6 aminosavak oldallancaban talalhato, amelyek a HisValHis tripeptiddel,
illetve a HisValGlyAsp tetrapeptiddel modellezhetok. Munkank soran a két peptid
mindkét lancvégen védett valtozatainak Cu(Il)- és Zn(Il)ionnal képezett komplexeit
tanulmanyoztuk  pH-potenciometrids,  spektrofotometrias, CD és ESR
spektroszkopias moddszerekkel. Tovabba az enzimbeli imidazolato-hid szerepét is
vizsgaltuk az N-acetil-hisztaminnal képzodd vegyesligandumi komplexeken
keresztiil.

Megallapitottuk, hogy az enzimbeli aminosavszekvenciat kiugro
fémmegkdtd képesség jellemzi. A Cu(ll)- és Zn(Il)ionnal képz6d6 MA Osszetételil
komplexekben az enzimhez hasonlé modon, makrokelat szerkezet jon létre. Az
oldallancbeli donorcsoportok horgonydonor szerepet tdltenek be, azaz kotodésiik
elosegiti az amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaldédasat. Az N-acetil-
hisztaminnal képz6d6 vegyesligandumtl komplexek stabilitdsa nem kiugrd, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy az enzimbeli tobbmagva szerkezet létrejottében nem
specifikus fémion-ligandum kolcsonhatas kialakuldsa, hanem az enzimfehérje

s
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6. Summary

Funtional groups in side chains of proteins play the most important role in
the binding of metal ions in metalloenzymes. Imidazole nitrogen and thioether sulfur
atoms are among the most common binding sites in metalloproteins. In the frame of
this work we studied the role of the above mentioned donor functions.

L-Methionine and S-methyl-L-cysteine are the most common forms of thioether
donors in biological systems. The thioether donor functions of these amino acid
residues exhibit very high selectivity in metal binding preferring the coordination of
soft metal ions including palladium(II) and platinum(Il). In the biggest part of this
work we studied the metal-sulfur interaction in the metal complexes of di- and
tripeptides containing methionine in all possible locations (GlyMet, MetGly,
GlyGlyMet, GlyMetGly, MetGlyGly, MetGlyMet, MetMetAla, and MetMetMet).
The metal ions included divalent 3d (Co*", Ni*", Cu**, Zn*") 4d (Pd*", Cd*") and
main group (Pb>") elements. The results of the combined potentiometric and
spectroscopic (UV-Vis, NMR/EPR, CD) studies reveal that the metal ions can be
divided into three groups.

e The possibility of metal-thioether sulfur interaction was ruled out in the case
of zinc(II), cobalt(Il), cadmium(II) and lead(II) ions. [ML]" type complexes can
be formed with (NH,,CO) coordination of the peptides.

e In copper(Il) and nickel(I) complexes the thioether has only secondary
effect on the complex formation processes, the primary binding sites are the other
donor functions of the peptide molecules.

All the tripeptides form stable square-planar diamagnetic species with
nickel(Il) ion, and both the thermodynamic and the spectroscopic parameters of
[NiLH_,]" are very similar to those of triglycine. A weak axial coordination of
thioether side-chain was concluded in the octahedral [NiL]" complexes of tripeptides
with N-terminal methionyl residues (MetGlyGly, MetMetAla and MetMetMet). The
metal ion is coordinated primarily via the terminal amino nitrogen and carbonyl
oxygen donors and this species exists only in low concentration and in a narrow pH
range, between pH 5 and 8. The species [NiLH,]|” predominates at higher pH values.
In this complex the metal ion is coordinated by the terminal amino, two
deprotonated amide nitrogens and the carboxylate oxygen, while the thioether
moiety does not take part in metal binding,.

In the case of copper(Il) complexes the thioether sulfur has a minor, but
systematic influence on the complex formation processes. Namely, the coordination
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6. Summary

of the sulfur atoms depends on both the number and the position of methionyl
residues in the peptide sequence. [CuL]’, [CuLH.,] and [CuLH,] are the main
species in all cases and the bis complex, [CulL,H,], can also be formed in the
presence of ligand excess. The terminal amino and the neighbouring carbonyl
groups are the main binding sites in the [CuL]" complexes of all peptides with N-
terminal glycyl residue. The carbonyl group, however, can be replaced by the
thioether sulfur of N-terminal methionine in cases of MetGlyGly, MetGlyMet,
MetMetAla and MetMetMet. This change in coordination has only a slight effect on
the stability constants of the complexes, but existence of a CT band (UV-Vis, CD)
around 320-330 nm is a good indication of the S (thioether) = Cu(lIl) interaction. In
the case of tripeptides containing internal methionyl residues (GlyMetGly,
MetMetAla and MetMetMet) a CT band (around 310nm in UV-Vis and around 340-
360nm in CD) develops parallel with the formation of the species [CuLH,], in
which either axial or equatorial coordinations of sulfur atoms are possible. EPR
spectra and the change in the sign of the Cotton effect in CD spectra strongly
suggest the equatorial coordination of the thioether residues. The coordination of C-
terminal methionyl residues was concluded in the [CuLH,]" complexes of
GlyGlyMet, MetGlyMet and MetMetMet and the EPR spectra support an
equilibrium between the isomeric forms involving carboxylate or sulfur in the
equatorial positions.

e On the contrary, thioether residues were detected as the primary metal
binding sites of tripeptides in the palladium(II) complexes. Their coordination does
not depend on pH, and results in an enhanced thermodynamic stability of the
complexes and a significant difference in the binding modes of the peptides with and
without methionyl residues. The thioether functions of the peptides containing
methionine in C-terminal or internal positions act as an anchor and the palladium
promoted amide deprotonation occurs in very acidic solution. This process results in
the formation of (NH,,N,N",S) or (NH,,N",S) coordinated species. On the contrary,
the thioether binding hinders the amide deprotonation in terminal position so it takes
place at higher pH values in the case of MetGly and MetGlyGly. Stable metal ion
coordination of the internal methionyl residue results in the dipeptide-like
coordination of the tripeptide GlyMetGly. In contrast with common tripeptides the
second amide group of GlyMetGly is not a metal binding site at any pH values. The
fourth coordination site of the species [PdLH_;] of GlyMet or GlyMetGly is easily
available for the coordination of another donor function. Depending on the
experimental conditions this fourth donor group can be water molecule, chloride or
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hydroxide ions and the second ligand in the bis complexes. The second ligand can
coordinate in a monodentate manner via the thioether residue in acidic media
([PdL,]) or via the amino group in the physiological pH range ([PdL,H]). In the
case of GlyGlyMet (NH,,N",N",S) binding mode is not influenced by the excess of
ligand or by hydroxo complex formation.

The significantly different affinity of thioether donor atoms toward
palladium(II) and copper(Il) or nickel(Il) made it possible to prepare mixed metal
complexes via thioether bridging. Thioether sulfur is not a binding site in the
[CuLH.] complex of GlyMet or in [NiLH,,]" of GlyMetGly. Sulfur atoms of these
metal complexes are, however, good candidates for binding to coordinatively
unsaturated palladium(Il) complexes ([Pd(dien)]*" or [Pd(GlyMetH.,)]). We studied
the formation of these mixed species by spectroscopic methods (UV-Vis, NMR).
The interaction of the complexes results in a blue shift of the spectra in the UV
range, which is considered as an indication of the Pd-S interaction and provides a
good base for stability constant determination. In the case of the square-planar
diamagnetic nickel(Il) complexes the formation of mixed metal complexes can be
monitored by NMR measurements. We concluded that the binding constant for the
nickel(Il) complex is higher than that of the corresponding copper(Il) complex and
the donor atoms in the coordination sphere of the parent palladium(II) complex also
have an important effect on the stability.

There is only a very limited number of data available in the literature
concerning the interaction of lead(II) with amino acids or peptides. Most of them are
used at very different experimental conditions. In order to obtain reliable data for
comparison we studied amino acids and peptides containing other possible
coordinating donor atoms in the side chain besides thioether sulfur. We concluded
that only the thiolate sulfur has important effect on the coordination properties of the
ligands. We observed a little increase in the stability of the complexes of peptides
containing histidine or aspartic acid in the N-terminal position.

Due to the high number of enzymes containing imidazole nitrogen in the
active site a lot of studies have been performed in the field of coordination chemistry
of this function. We focused our work only on one enzyme, namely the Cu,Zn-
superoxide dismutase (Cu,Zn-SOD). The active site of this enzyme consists of two
metal ions, namely Cu(ll) and Zn(II) bridged by a histidine side chain of the
substrate sequence. Both of the metals are coordinated by two donor atoms from the
side chains of amino acids located very near by the peptide sequences. This
interaction can be modelled with the tripeptide HisValHis (copper binding site) and

with the tetrapeptide HisValGlyAsp (zinc binding site). In order to obtain more
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6. Summary

realistic model peptides with protected terminals were synthetised. The copper(Il)
and zinc complexes of these ligands were studied by potentiometric and
spectroscopic methodes (UV-Vis, EPR, CD). The mixed ligand complexes with N-
acetyl-histamine gave information about the imidazolato bridge in the native
enzyme.

Our results revealed that both ligands have effective metal binding
properties but the tripeptide Ac-HisValHis-NH, is a much stronger complexing
agent than the tetrapeptide Ac-HisValGlyAsp-NH,. The complex formation
reactions of copper(Il) with Ac-HisValHis-NH, were described by the formation of
[CuL]*" [CuLH.,] and [CuLH.;] as the major species in solution in the pH range 3 to
12. The binding sites of these complexes were interpreted by the (N(Im;),N(Im,)),
(N(Im;),N",N",N(Im;)) and (N ,N,N’,N(Im)) coordination modes, respectively.
Among the different species [CuLH.,] predominates at physiological pH. [CuL]*"
was found to be stabilized by the formatin of a macrochelate similarly to the
enzyme. The interaction of Ac-HisValHis-NH, with zinc(II) results in the formation
of precipitate even in slightly acidic solutions indicating polynuclear complex
formation via the terminal histidyl residues. Neither macrochelate formation nor
amide deprotonation was observed in the zinc(Il)- Ac-HisValHis-NH, system.

The tetrapeptide Ac-HisValGlyAsp-NH, binds both copper(Il) and zinc(I)
in the slightly acidic pH range. The structures of the species [CuL]" and [ZnL]" are
best characterised by the assumption of the formation of a 17-membered
(N(Im),COO") macrochelate, but this type of binding is not able to prevent the
hydrolysis of the metal ion. However, in the copper(Il)- Ac-HisValGlyAsp-NH,
system the metal ion can promote the deprotonation and coordination of amide
functions in slightly basic media and the species [CuLH]* and [CuLH.]’ are
formed containing 3N and 4N donor atoms, respectively.

The ternary system copper(Il)- Ac-HisValHis-NH, — Ac-histamine (B) has
also been studied to get a better understanding on the role of the bridging imidazole
residue in the enzyme. It was found that the species [CuL]*" containing the 14-
membered (N(Im;), N(Im,)) macrochelate can bind another imidazole nitrogen, but
the stability constant of ternary complex, [CuLB]*", is lower than the binding
constant of imidazole to the free copper(Il) ion and the concentration of the mixed
species does not exceed 15-20%. From these observations it can be concluded that
the stabilization of the imidazolato bridge in the active centre of Cu,Zn-SOD is not
the result of a specific metal ion to ligand interaction, but governed by the
conformational changes of the protein molecule.
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