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Az értekezésben eloforduld roviditések magyarazata

A, Ala
C, Cys
D, Asp
E, Glu
F, Phe
G, Gly
H, His
K, Lys
M, Met
N, Asn
P, Pro
Q, GIn
R, Arg
S, Ser
T, Thr
V, Val
W, Trp
Y, Tyr
Xaa, Yaa

Ac

ATCUN motivum

CDv. ECD
co
COO~v.0
B-COO~
CosY
DFT
DOSY
ESI

ESR
HOMO

HOMO-1/-2
LUMO

MS
N—
NH>
Nim
NMR
PCM

alanin
cisztein
aszparaginsav
glutaminsav
fenilalanin
glicin
hisztidin

lizin

metionin
aszparagin
prolin
glutamin
arginin

szerin

treonin

valin
triptofan
tirozin
egységes aminosav roviditések

acetil (véddcsoport)

Amino Terminal Cu and Ni binding site
(aminoterminalis réz- és nikkelkot6hely)

cirkularis dikroizmus spektroszkopia

karbonilcsoport

karboxilatcsoport

B-karboxilatcsoport (aszparaginsav esetén)
Correlation spectroscopy

Densitiy functional theory (stiriségfunkcional-elmélet)
Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy (diffizio NMR)
Electrospray ionization (elektroporlasztasos ionizacio)
elektron spin rezonancia spektroszkopia

Highest occupied molecular orbital (legnagyobb
energiaju betoltott molekulapalya)

leghagyobb energiaju bet6ltott molekulapalyat kovetd
elsd, vagy masodik kisebb energiaju MO

Lowest unoccupied molecular orbital (legkisebb
energiaju betodltetlen molekulapalya)

mass spectrometry (tomegspektrometria)

peptidvaz amidnitrogén

aminocsoport

imidazolnitrogén

Nuclear magnetic resonance (magneses rezonancia)
Polarizable continuum model
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Sv.S™
TD-DFT
TOCSY
TOF

tiolatcsoport

Time-dependent densitiy functional theory
Total correlation spectroscopy

Time of flight (repiilési id6)
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1.BEVEZETES

A fémionok €16 szervezetben betoltott létfontossagt szerepe mara egyértelmii
tényként fogadhato el. Legfontosabb funkcidikat enzimek aktiv centrumaban fejtik ki,
melynek soran kiilonb6z6 redoxi-, illetve sav-bazis folyamatokat katalizalnak vagy
éppen szerkezetalakitd funkcidjuk révén kialakitjdk a metalloproteinek,
metalloenzimek azon  strukturijat, amelyekkel ezek a kolcsonhatdsok
megvalosulhatnak. Az ezen folyamatokat modellezd, az ¢l rendszerben lejatszodo
fémion kozvetitette kolcsonhatasok mechanizmusainak feltérképezését célzo
interdiszciplinaris tudomanyteriilet a bioszervetlen kémia. Minthogy ezek a
kolcsonhatasok a fehérjék és kiilonbozé bioligandumok (tobbnyire aminosavak,
fehérjék, illetve nukleinsavak) kozott altalaban koordinativ jellegliek, a bioszervetlen
kémia egyértelmiien koordinacids kémiai alapokon is nyugszik.

Az aminosavakbol felépiilo fehérjék legfontosabb fémionkdtd helyéiil az aminosavak
oldallancai szolgalnak. Ezeket az oldallincokat fémionhoz valé affinitasuk alapjan
megkiilonboztethetjiik, mint nem-, gyengén-, illetve erésen koordinal6do oldallancok.
Mair az elnevezésbdl addédoan is egyértelmi, hogy a gyengén-, illetve erdsen
koordinaldédé oldallancok jatszanak fontos szerepet a fémionok megkotésében. Az
aszparaginsav vagy glutaminsav karboxilatcsoportja, a hisztidin imidazolil-, illetve a
cisztein tiolatcsoportja fémionok legfontosabb kotéhelye. Emiatt szamos kdzlemény,
illetve 6sszefoglald mii foglalkozik az ezen aminosavakat tartalmazé peptidek és
szarmazékaik koordinacios kémidjaval, de altalaban csak egy adott aminosavra
(hisztidin, cisztein, stb.) fokuszalva. A hisztidint tartalmazé peptidek koordinacios
kémiajanak megismerése kiillondsképp motivald, mivel a tobb hisztidin alegységbdl
felépiilé un. multihisztidin peptidek vannak jelen a neurodegenerativ betegségekben
(mint az Alzheimer-kor vagy prion betegségek) kialakulé fehérjeplakkokban,
fehérjeaggregatumokban is. A ciszteint tartalmazoé peptidek koordinacios kémidja mar
nem ilyen széles korben vizsgalt, a legfontosabb tanulmanyok a Helicobacter pylori
baktérium nikkel(II)- és cink(I)-fliggd enzimjeihez, illetve a cink-ujj és cink-
transzporter fehérjékhez kdtddnek.

A természetben szamos példa -koztilk maguk a cink-ujj fehérjék is- talalhato arra,
hogy a kiilonb6z6 kdtéhelyek egyazon fehérjében vannak jelen. Koordinacios kémiai
szempontbdl ez nagyban megndveli a szerkezeti variansokat, am a természetben
altalaban mégis egyfajta kotésmod az, amely altal egy adott enzim betdltheti
funkciojat. Ezen szelektiv kotésmodok megismerése torténhet olyan egyszeri
modellvegyiiletekkel, amelyek tobb, de egymastol elkilonilt kotéhelyet
tartalmaznak. A peptidek koordinaciés kémiaja ugyanakkor nem meril ki az
aminosavak oldallancaihoz torténé koordinacidéval, hanem az aminosavak
kapcsolodasakor 1étrejovo peptidkdtés amidnitrogénje is hozzédjarulhat a fémion
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amidnitrogének bazicitasa oly mértékben lecsékkenhet, hogy az a mérheté6 pH
tartomanyban deprotonalodik. Ezt az effektust fémion indukalt deprotonalddasnak és
koordinacionak nevezziik. A hatas természetesen szamos tényez6tdl is fiigghet, a
fémion mindségén tul (pallddium(Il) esetén akdr pH < 2 alatt is, mig nikkel(Il)
jelenlétében pH 7-8 kozott), kelathatas vagy egyéb n. horgonycsoportok (mint
hisztidin imidazol nitrogén vagy cisztein tiolat) is kedveznek ennek az effektusnak.

A fent leirtak alapjan egyértelmi, hogy mar maga egy kis tagszamu, de elkiiloniilt
donorcsoportokat tartalmazd peptid is igen valtozatos koordinaciés kémiaval
jellemezheto, amely szerkezeti gazdagsagot a fémion mindsége jelentésen megndveli.
Ezek alapjan jelen értekezés egy szisztematikus vizsgalatot foglal magaba, amelyben
azt mutatjuk be, hogyan valtoztathato a fémion affinitas olyan esetben, amikor a
peptid N-termindlis régioja erds fémkoté domént tartalmaz, ugyanakkor a C-
terminalis rész is erdsen koordindlodo donorcsoporttal rendelkezik, amely akar
versenghet, vagy ki is szorithatja az N-terminalis régiot a fémion megkotése
szempontjabol. Vizsgalataink soran klasszikus oldategyensulyi modszereket
alkalmazva meghataroztuk az egyes komplexek sztochiometriajat és stabilitdsi
allandoit, illetve a spektroszkopiai modszerek kombinalt alkalmazasaval javaslatot
tettiink a komplexek szerkezetére. Egyes esetekben elméleti kémiai modszerrel
(stirtiségfunkcional-elmélet, DFT) szamitottuk a képzédé koordindcios izomerek
egymdshoz viszonyitott relativ energidjat, illetve spektroszkopiai tulajdonsagait.
Utobbi szamitasahoz ma mar szamos modszer all rendelkezésre, igy célunk volt annak
a kideritése is, hogy az dltalunk vizsgalt peptid-fémion rendszerek spektroszkdpiai
jellemzésére (UV-vis és/vagy ECD) mely funkciondlok alkalmazhatoak a legjobban.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK
2.1. Peptidek komplexképzo sajatsagai

Az aminosavakbol felépiild peptidek koordinaciés kémidja igen széles korben
vizsgalt, ugyanis ezen molekuldk jo6 modellvegyiiletei lehetnek proteinek fémkotd
helyeinek. Emiatt szamos Osszefoglaldo kozlemény talalhato meg az irodalomban,
amelyben peptidek és szdrmazékaik komplexképzd sajatsagait foglaltak osszel®,
Hasonldan az aminosavakhoz, a peptidekben is az oldallancok jelentés mértékben
befolyasolhatjak a fémion affinitast, illetve 0j kotéhelyként jelenhet meg a peptidvaz
amidnitrogénje. Ez az amidnitrogén a mérheté pH tartomanyban (0 < pH < 14) nem
vesz részt sav-bazis reakcioban (pKama = 15,2 GlyTyr®), ugyanakkor bizonyos
fémionok (pl. Pd(Il), Cu(Il), Ni(Il), Zn(Il), Au(lll)) megndvelik a peptidvaz
amidnitrogénjének savassagat ¢és eldsegitik annak deprotonalodasat.

A fémion mindségén tal a fent leirt hatashoz sziikséges az un. horgonycsoport
(terminalis aminocsoport, hisztidin imdidazol, ciszteint tiolatcsoport) jelenléte, amely
a peptidvaz amidnitrogénjével kelatképzé helyzetben van. A fémion ehhez a
csoporthoz kotédve elGsegiti a peptidvaz amidnitrogénjeinek deprotonalodasat és
koordinacidjat, kialakitva ezaltal egy 5-, illetve 6-tagu kelatrendszert.

Oldallancban koordinal6dé donorcsoportot nem tartalmazé peptidekben a legtdbb
fémion elsédleges kdtéhelye az N-terminalis aminocsoport. Mivel ezen molekulaknal,
az aminosavaktol eltéréen nincs lehetdség az (NH;,COO™)-koordinacio vagy
aminosavszerii koordinaci6 kialakulasara, az [ML] dsszetételii komplexek (NH2,CO)
kotésmoddal jellemezhetoek. Dipeptidek esetén egy hidrogénion felszabadulassal jar6
folyamatban [MLH_1] &sszetételi

részecske  jelenik meg és a [(ML] [MLH_,]
g i . 0
koordinacidban a terminalis /C”?\ Vi
. L H,N’ o -H* SH 6
aminocsoport, a peptidvaz \ // H N N
. . ;. , w1 CH,—C +H* \CI.IZ*‘
amidnitrogénje és a karboxilatcsoport TN e
H . .
vesznek részt, létrehozva egy (5,5)- +H H‘H
tagi kelatrendszer (1. abra). Fontos o ‘C//O P
megemliteni, hogy a Gly-Xaa, illetve N N, eH N/C”Z'C\N_
Xaa-Gly dipeptidekben utobbi esetén e [ - T e
ey < WU - .
az amidnitrogén  deprotonalodasa “’WN\C N© M‘N-/ So
~cH
gatolt és csak lagosabb pH g [MLH_,]

. o . [MLH_5] 2
tartomanyban kovetkezik be, amely i . ol )
sztérikus okokkal magyarazhat6. A 1. abra , gy (CBYSzerll - O11gopep tid

komplexképzddési reakcioi réz(Il)ionnal.

biszkomplexek képzddését illetden is
eltérés figyelhetdé meg az N-terminuson glicint, illetve mas, alkil oldallancot
tartalmazé aminosavakhoz képest. fgy az [M(LH_1),] osszetételii komplex (ahol
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M=Cu(ll)) csak az Xaa-Gly tipust peptidek esetén jelenik meg, szintén az oldallanc
sztérikus gatlasa miatt'® . Tripeptidekben, illetve nagyobb tagszamu peptidekben
lehetéség van a szomszédos amidnitrogének deprotonalddasara és koordinacidjara,
amellyel (5,5,5)-tagu csatolt kelatrendszer alakulhat ki (1. abra). Az oldallancban
er6sen koordinalédd donorcsoportot tartalmazé peptidek esetén a koordinacios
viszonyok nagymértékben megvaltozhatnak az oldallanc peptidvazban betoltott
helyének vagy a donorcsoport mindségének fiiggvényében. Ezen moddosuldsok
megnovelik a képzddé komplexek szerkezeti diverzitasat, igy a kovetkezd
alfejezetekben a legfontosabb, gyengén, illetve erésen koordinalddé donorcsoportot
tartalmazo peptidek koordinativ sajatsagait foglaljuk 6ssze.

2.1.1. Aszparaginsavat tartalmazo peptidek koordinativ sajatsagai

Az aszparaginsav hatasat a peptidek atmenetifém ionokkal alkotott komplexeiben mar
széles korben vizsgaltdk. Fontos megemliteni, hogy az aszparaginsav
karboxilatcsoportja altalaban nem viselkedik horgonycsoportként, de a képz6dé
komplexek stabilitdsat noveli. Ez a stabilitasnoveld hatas ugyanakkor jelentos
mértékben fligg az aszparaginsav peptidvazban

N betdltstt helyéts[*2-28,
M"\T \ClH/ \”’P Az  N-terminuson aszparaginsavat tartalmazo
“O.\C _CH, peptidek esetén réz(Il)- és nikkel(Il)ionokkal savas
O pH tartomanyban stabil ML Gsszetételii komplexek

képz6dnek (NHz,f-COO™)-koordinacioval, amelyet

2. abra Az (NH.,-COO")- ] s .
B-alanin szerti koordinacionak is neveziink (2. abra).

koordinaciés mod.

Ez a fajta koordinaciéo ligandumfelesleg esetén
biszkomplexek megjelenését is eredményezheti. A pH ndvelésével ugyanakkor
megtorténik az amidnitrogén deprotonalodasa és koordinacidja, amely Asp-Xaa
tipusu peptidekben dipeptidszerti koordinaciot eredményez. A folyamat nagyobb pH
tartomanyban kévetkezik be, mint a Gly-Gly esetén?. A karboxilatcsoport sokkal
jelentdsebb hatasa figyelheté meg akkor, ha az aszparaginsav az N-terminalist6l
szamitott masodik, vagy harmadik pozicioban taldlhatdé. Ekkor Aaltalanosan
elmondhatd, hogy a karboxilatcsoport koordinacioja elésegiti a szomszédos N-
terminus fel6li amidnitrogén(ek) deprotonalddasat és koordinaciojat és gatolja vagy
nagyobb pH tartomany felé tolja az aszparaginsavtdl C-terminalis iranyba talalhato
amidnitrogénét. Ekkor az aszparaginsav poziciojatol fiiggéen (NHz,N—,-COO™)-
vagy (NH2,N—,N—,-COO~)-koordinacioju komplexek alakulnak ki. Az effektust
szamos aszparaginsavat tartalmazo peptid réz(Il)ionokkal alkotott komplexei esetén
tapasztaltak. A nikkel(Il)ionok jelenlétében a karboxilatcsoport csak kis mértékben
noveli a képzdd6 komplexek stabilitdsat -a koordinacio jellemzbéen peptidszeri-,
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illetve meglepd moédon a soft karakteri pallddium(Il)ionok is ilyenfajta
komplexkémiai viselkedést mutattak™> 14,
Az aszparaginsav stabilitasnovel6 hatasa a peptidvaz kozbenso helyein is érvényesiil,

valamint 0j koordinacios helyet is jelenthet fémionok szaméra®’,

2.1.2. Hisztidint tartalmazo peptidek koordinacios kémidja

A hisztidin aminosav jelenléte a peptidvazban még Osszetettebb koordinacios kémiai
viselkedést eredményez atmenetifém ionokkal, mint az aszparaginsavé. Ugyanakkor
itt is elmondhato, hogy a képz6do komplexek stabilitasa és szerkezete nagymértékben
fligg a hisztidin peptidvazbeli helyzetétol.

N-terminalisan szabad, els6 helyen hisztidint tartalmazo peptidek esetén az
aminocsoport €s imidazol koordinacidjaval lehet6ség van stabil hattagu kelatgytiri
kialakuldsara, amely az Gn. hisztamin-szeri koordinacio6 (3.a abra). Ligandumfelesleg
esetén Dbiszkomplexek képzddése tapasztalhatd, jelentds mértékli stabilitas-
novekedést eredményezve az egyszeri oligopeptidekhez képest'®?2. Ez a
koordinacios mod a legtobb kétértékii atmenetifém ionnal megvalosul. Mivel a
kétfoghi koordinacio telitetlen koordinacios szférat eredményez, igy ekvimolaris
oldatokban a fémion hidrolizise vagy imidazol-hidas dinuklearis komplexek
megjelenése tapasztalhato. Ugyanakkor azon fémionok, amelyek képesek a peptidvaz
amidnitrogénjét deprotonalni, ligos pH tartomanyban a koordindcioés szféra
atrendezodésével dipeptidszerii koordinaciét alakitanak ki és a hisztidin imidazol
nitrogénje csak a dinuklearis komplexekben szolgal kétéhelykéntz' 21,

A masodik helyen hisztidint tartalmazo6 peptidek esetén (Xaa-His-Yaa- szekvencia) a
f6 koordinaciés mod az (5,6)-tagh csatolt kelatrendszer megjelenésével képz6dod
(NH2,N~,Nim) koordinalt részecske (3.b abra). Ezen komplexnek réz(I)- és
nikkel(I)ionok esetén kiugréan nagy stabilitasa van és széles pH tartomanyban
uralkod6, amelyet oldategyenstlyi és szerkezeti aspektusbol is széleskériien
jellemeztek. Ugyanakkor a haromfogt koordinacié telitetlen koordinacios szférat
eredményez, aminek eredményeképpen lugos kdzegben imidazolato hidas tetramer
szerkezetek jelennek meg réz(Il), nikkel(Il) és palladium(Il) jelenlétében21’23'28.
Arany(Ill)ionok ilyen tipusi komplexét diffrakcios vizsgalatok segitségével is
sikertilt igazolnizg. Fontos megemliteni, hogy az elébb emlitett fémionok mellett az
Xaa-His tipusu peptideknél a cink(ll)- és kobalt(IT)ionok esetén is leirtak az
amidnitrogén deprotonalodasat és koordinacidj 43031,

A harmadik helyen hisztidint tartalmazo6 peptidek réz(Il)- és nikkel(II)ionokkal kiugrd
termodinamikai stabilitasu komplexet képeznek. Az ilyen tipust ligandumok esetén
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3. abra Szabad N-terminalis
aminocsoportot ¢és hisztidint
tartalmazo peptidek
atmenetifém komplexeinek f6
koordinacios modjai.

mar savas pH-ju oldatban megtorténik az
amidnitrogének kooperativ (egy 1€pésben lezajlo)
deprotonélodésa, létrehozva (5,5,6)-taghi csatolt
kelatrendszert, telitve a fémionok koordinacios
szférajat (3.c abra). Ez a fajta (NH2,N~,N~,Nin)
kotésmod az albumin fehérjében is jelen van és
nagy szerepe van annak kiugré réz(Il)- és
nikkel(INkotd  sajatsagaban.  Emiatt ezt a
kotésmodot albuminszerli koordinacidonak vagy
ATCUN-motivumnak is nevezik, az Amino
Terminal CuNi Binding Site szoosszetételbol
szdrmaztatva>>>>,

Hasonléan nagy stabilitasi és megegyez0
koordinaciés moda  komplexek — képzddnek
palladium(Il)-  és  arany(Ill)ionokkal s,
ugyanakkor a cink(11)- és kobalt(IT)ionok szemben
az el6z6 Xaa-His tipust peptidcsaladdal, nem
képesek indukalni a peptidvaz amidnitrogénjeinek
deprotonalodésat és koordinacidjat, ekvimolaris
oldatban a fémion hidrolizise és vegyes
hidroxidokomplexek képzédése tapasztalhato®”.
Abban az esetben, ha a hisztidin az N-terminalistol
szamitott ~ harmadik  pozici6tol  tavolabb
helyezkedik el, a koordindciés izomerek
képz6désének a lehetdsége megnd. Ebben az
esetben mind az N-terminalis aminocsoport, mind
pedig a  hisztidin  imidazol  nitrogénje

horgonycsoportként viselkedhet réz(Il)- és nikkel(IT)ionok szamara, illetve lehetség
van makrokelat szerkezeti komplexek kialakulasara is? 3 3 A két fiiggetlen

kotohely egyiittes jelenléte pedig lehetéséget biztosit dinuklearis komplexek

képzddésére fémiont feleslegben tartalmazo oldatok esetén?®. A tobb hisztidin

alegységbdl felépiildé un. multihisztidin peptidek minden egyes hisztidil oldallanca

potencidlis fémkotd helytil szolgalhat, aminek eredményeképpen a koordinacios

izomerek szama jelentésen megndéhet. Az ilyen tipusu peptidcsaladra jo példaként
szolgalnak a prion protein fragmensei, amelyek szamos hisztidin aminosavat
tartalmaznak, igy ezen multihisztidin tipust ligandumok komplexkémiai jellemzését
a 2.3 alfejezetben részletesen targyaljuk.

N-terminalisan védett peptidekben a fémion affinitas jelent6s mértékben lecsdkken,

melynek egyértelmil oka a szabad N-terminalis aminocsoport hianya. Ugyanakkor a

8



Lihi Norbert egyetemi doktori (PhD) értekezés

hisztidin imidazol nitrogénje horgonycsoportként indukalhatja az amidnitrogének
deprotonalodasat és koordinaciojat. Abban az esetben, ha ez a hisztidin az N-
termindlis régidhoz kozel helyezkedik el, a fémion indukalta amidnitrogén
deprotonalodas és koordinacié az N-terminalis iranyaba halad (5,5,6)-tagu csatolt
kelatrendszer kialakulasaval. Ha a hisztidint az N-terminus iranyaba megel6z6
aminosav egység szarkozin vagy prolin, az amidnitrogén deprotonalodas és
koordinacié a C-terminus irdnydba indul, de a létrejévo (7,5,5)-tagu csatolt kelat

kisebb termodinamikai stabilitasu*l 42,

2.1.3. Cisztein-tartalmu peptidek komplexképzd sajatsagai

Ahogyan a hisztidin imidazol nitrogénje, a cisztein tioldtcsoportja is erdsen
koordinaldddé donorcsoport szamos fémion szamara, ugyanakkor a kotés
meglehetdsen szelektiv 6.7, Igy a soft fémionokkal erés kovalens jellegii kotés, mig a
hard jellegli fémionokkal gyenge kdlcs6nhatas alakul ki. Hasonldan a hisztidinhez, a
cisztein peptidvazban betdltott helye valtozatos sztochiometridju és szerkezetii
komplexek megjelenését teszi lehetdvé, ugyanakkor a kén-hidas komplexek
megjelenése tovabb noveli ezt a szerkezetgazdagsagot. Az olyan redox aktiv
fémionok, mint a vas(II) vagy a réz(Il) kdnnyen képesek redoxi reakcioba 1épni a
tiolatcsoporttal, amely diszulfid hidas peptidek megjelenését és a fémion redukciojat
eredményezheti.

Az aldbbiakban a legfontosabb koordindciés moddokat soroljuk fel a cisztein
peptidvazban betdltott helyének fiiggvényében:

(a) A terminalis ciszteint tartalmazo peptidek stabil (NH2,S") ottagh kelatgytrtit
alakitanak ki, amely lehetové teszi a biszkomplexek megjelenését, illetve
Osszemérhetd fémion/ligandum ardny esetén polinuklearis komplexek
megjelenését, amelyet kén-hidak kapcsolnak 6ssze.

(b) C-terminalis ciszteint tartalmazo peptidekben lehet6ség van az (S-,COQO")
hattagli kelat kialakitasara és biszkomplexek megjelenésére. A cink(II)-,
kobalt(ll)- és kadmium(Il)ionok képeznek stabil komplexeket ilyenfajta
kotésmoddal®.

(c) Masodik helyen ciszteint tartalmazo, szabad N-terminussal rendelkezé
peptidekben a tioldt horgonycsoport eldsegiti az amidnitrogén
deprotonalodast és koordinaciot, kialakitva az (NH2,N-,S) csatolt
kelatrendszert nikkel(ll)- és palladium(IT)ionokkal. Ellentétben az Xaa-His
tipust peptidekkel, sem a cink(Il), sem a kobalt(Il) nem képeznek ilyen
koordinacidos moda komplexet. A haromfogi koordinacid lehetdvé teszi egy
masik ligandum belépését a koordinacios szféraba, igy dimer szerkezetek
megjelenését is.
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(d) A harmadik helyen ciszteint tartalmazé peptidekben hasonléan a Xaa-Yaa-
His szekvenciaju peptidekhez, nagy stabilitasu (NH2,N-,N~,S") koordinacioju
komplex alakul ki nikkel(11)- és palladium(I)ionokkal® 4.

2.1.4. Vegyes kotéhelyii (hisztidin és cisztein) peptidek dtmenetifém-komplexei

A legegyszeriibb ciszteint és hisztidint tartalmazé peptidek a HisCys és CysHis
dipeptidek. Ezek koziil a védett Z-Cys-His-OMe ligandumot vizsgaltak 1*°*Hg NMR
segitségével, amely a tiolat és imidazol csoportok koordinaciojat mutatta a
fémionhoz®®. A ciklikus dipeptid (c-HisCys) komplexképzédését cink(Il)ionokkal
tanulmanyoztak. A ligandum képes mono- ¢és biszkomplexeket kialakitani a
cink(IT)ionokkal, melyben a koordinal6d6 donorcsoportok az imidazol nitrogén és a
tiolat kén. A monokomplexek stabilitasa a c-GlyHis < c-HisHis < c-GlyCys < c-
CysHis < ¢-CysCys sorrendben n6, amely a tiolatcsoport stabilizalo hatasat mutatja a
cink(ll) komplexekben. Ekvimolaris oldatban dimer és MoL3 Osszetételii részecskék
képzdédnek, amelyben a tiolatcsoport hiddonorként vesz részt két fémion
koordinalasaban®®. Ilyen sztéchiometridju komplexek képz3dését a Cd(I):CysOMe
rendszerben is kozoltek®®. A hisztidint és ciszteint tartalmazo tripeptidekben hasonld
tendencia figyelheté meg, mint a ciklikus peptidekben, a ciszteint tartalmazé peptidek
stabilitasa nagyobb a cink(ll)-komplexekben, mint a hisztidint tartalmazé peptidek
komplexei esetén.*’.

A nagyobb tagszamu peptideknél, mint a metal sensor proteinek modellvegyiilete
(Ac-SCHGDQGSDCSI-NHy), illetve a ZnT3 cink transzporter modellvegyiilete (Ac-
PFHHCHRD-NH;) a cisztein hisztidin melletti stabilitasnovel0 hatasa szintén
érvényesiil. A koordinacid ezeknél a vegyiileteknél a hisztidinek kdtédésével indul,
majd semlegeshez kozeli pH tartomanyban a tiolatcsoport is koordinalodik, amely
nagy stabilitasi komplex megjelenését eredményezi. A Hg(I) esetén csak a ciszteinek
koordinacigjat mutattak ki, amely jol értelmezhetd a fémion kettes koordinacios
szamaval*®. Az Ac-PFHHCHRD-NH; peptidben a nikkel(II) és cink(II) 3xNim+S~
koordinacios moda komplexében a cink(Il) stabilitdsa két nagysadgrenddel nagyobb,
amely a fémion tetraéderes geometridjaval magyarazhatd. A pH novelésével megindul
az amidnitrogének nikkel(Il)indukalt deprotondlodasa és koordinacidja, amelyben
nagyobb stabilitast, siknégyzetes, (Nim,N7,N7,S7) koordinaciéju részecske
képz6dik, cink(I1) esetén hasonlo folyamat nem jatszodik 1e°.

Fontos megemliteni, hogy a nikkel(Il) és cisztein/hisztidin kolcsonhatas nemcsak
komplexképz6dési, hanem redoxi folyamatokat is eredményezhet. igy példaul az Xaa-
Yaa-His szekvenciaju peptidek nikkel(ll)-komplexei fiziologiashoz kozeli pH
tartomanyban oxigén vagy egyéb oxidaloszer (KHSO550 vagy
magnéziumperoxiftalat®?) hatasara autooxidativ dekarboxilezédést szenvednek,
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amely a DNS és a fehérjék hasitisat okozhatja. Ross és munkatarsai®> az XCH
(X=glicin, vagy lizin) szekvenciaji peptideket vizsgaltak és a szabad tiolcsoportot
tartalmazo nikkel(Il) peptidkomplexek esetén a levegd oxigénjének hatdsira
bekovetkezd dimerizaciot allapitottdak meg. A diszulfidhid képz6dés soran a
siknégyzetes nikkel(ll) egy intermedieren keresztiil pentakoordinalt részecskévé valik
egy dimer szerkezet megjelenésével, amelyet a S-donorok stabilizalnak.

HaN
H Hz /CiO
c=cH
/ -
H2|\‘l [N?/ /,N\ ~0
H £=0 TN T
Ny?ic/ﬂ ”‘z+ CH—GH,
E 7 N7 ? HN. S5 N o Ry
N Meo T a2
Niz+ CI*HZ Ry fe] e NH
/H C-. N\\ > K 2
HoN. N CHE*QH N
CH-‘G - N
/ B N
Ry Fe) 07N, 7\
(o]
) \FH' ﬁKNj
os¢ ' H
NH;
HZN\C”O 9 HL-5—s5—cH, O o\\c,r\n-c2
NNy N e
LHTT C\H fH Y
HaC \ N N- 12 CH
24 SN2t
NN | PN
N v/ 0 O/’C\ N N\)
HoN-CH ¢
Ry Ry
4. abra XCH-NH; szekvenciaju peptidek
nikkel(11)-komplexeinek dimerizacidja?.

Ez
oxigénjének

a részecske a levegd

egy
diamagneses dimerré alakul,
amely dimert diszulfidhid
kapcsol ssze (4. abra). A szabad
karboxilcsoportt  GCH peptid

hatasara

esetén nem tapasztaltdk a
dekarboxilez6dési reakciot,
valészintileg a  diszulfidhid

képz6édés kinetikailag gyorsabb,
mint a dekarboxilez6dési reakcio.
A CXH peptidek vizsgalata soran
levegé kizarasaval siknégyzetes
(SN N",Nim)
modu részecske képzodik, amely
nagyobb pH tartomanyban, vagy
a levegd oxigénjének hatasara

koordinacios

koordinacidés modot valt diszulfidhid képzédése kozben. Ezen diszulfidképz6dést a
réz(I1)- és kobalt(II)ionok pillanatszertien képesek katalizalni, a cink(ll) ugyanakkor
védi a peptidet a levegd oxigénje altali oxidaciotol is>>.

Hasonlo hatas az N-terminalisan védett Ac-CHCH-NH. peptid vizsgalata soran nem
volt megfigyelhet6. A ligandum ugyanakkor jo modellvegyiilete a HspA (Heat Shock
Protein A) peptidnek, amely fontos szerepet jatszik a nikkel homeosztazisaban a
Helicobacter pylori baktériumban®. A baktérium szdmos betegség okozéja, mint a
fekély, akut vagy kronikus gastritis, carcinoma stb®®. A nikkel homeosztazisa

elengedhetetlen a baktérium tuléléséhez az extrém savas pH-ji gyomorban. Két enzim

miikddésében jatszik szerepet a fémion: az uredz (amely a karbamid hidrolizisét

katalizalja ammoniava €s szén-dioxidda, semlegesitve a savas pH-t) és a hidrogenaz

(amely szolgaltatja az energiat a baktérium szdmara). Az ureaz miikddéséhez nikkel,

széndioxid, GTP és szamos segédfehérje sziikséges™. Ezek kozill az UreE egy
polihisztidin peptid, ahova a nikkel tilnyomé tobbsége kotddik® 8. A réz(ID),
kobalt(IT) és cink(IT) ugyanakkor képes kiszoritani a nikkelt(IT).
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A nikkel homeosztazisaban szerepet jatszo HspA peptid modellvegyiileténél (Ac-
ACCHDHKKH) megallapitottak, hogy a nikkel a két cisztein tiolatcsoportja és a
koztik 1évé amidnitrogén 4ltal koordinalt. A vizsgdlat sordn a bizmut a
modellvegyiiletekhez sokkal jobban kotédott, de a koordinacidoban az imidazol
nitrogének vettek részt>*. A bizmut(III) stabilan képes k6tédni a —CXC->° és hisztidint
tartalmazo peptidekhez, igy egyre fontosabb szerepet tulajdonitanak neki baktérium
enzimjeinek gatlasaban®®. A HypA és HypB proteinek a [NiFe] hidrogenaz
segédproteinjei. A HypA protein elkiiloniilt hisztidint és két CXXC domént tartalmaz,
a nikkel(11) a hisztidinekhez, a cink(l1) a tiolatcsoporthoz koordinalodik®?.

Ahogy korabban emlitettiik, a tiolcsoportot tartalmazé ligandumok altalaban redoxi
reakcioba lépnek a réz(IT)ionokkal, amely a fémion redukciojat és diszulfidhidas
ligandumok megjelenését teszi lehetové. Azonban sok esetben stabil kdlcsonhatas
alakulhat ki ciszteint és hisztidint egyarant tartalmazo peptidekben is, mint amilyenek
a plasztocianinok® . Ez a fajta koordinacios méd alakul ki ezen plasztocianin
réz(I)ionokat k6t hurkanak (plastocyanin copper binding loop) esetén

is (Ac-WGGGSYCPHQGAGMGGGHGGK-NH; ¢és  Ac-WGGGGCGHGVPS-
HGMG-NH,), ahol a képz6dd 1:1 sztochiometridgju komplexekben a réz(Il)
valtozast okoz a komplex ESR és elektronikus (UV-lathatd) paramétereiben64.
Hasonléan nagy stabilitast réz(Il)-komplexekrél szamoltak be szamos fémion
szallitasért felelds fehérje esetén is, ahol mind a cisztein tiolatcsoportja, mind pedig a
hisztidin imidazol nitrogénje koordinalték a réz(IT)ionokat®.

2.2. A vizsgalt fémionok koordinaciés kémidja
2.2.1. A réz(ll) bioldgiai szerepe és koordindcios kémidja

Egy atlagos sulyt feln6tt szervezet kb. 80-120 mg rezet tartalmaz, mennyiségét az
atmenetifémek koziil csak a cink €és vas mennyisége haladja meg. Biologiai
rendszerekben {6 kotési helye a hisztidin, cisztein és metionin aminosavak
oldallancai, igy altalaban ezekhez kotdtten, nem szabad formaban fordul eld.
Felszivodasa a bélben torténik és az igy szervezetbe jutott réz kotésében két protein,
az albumin, illetve a ceruloplazmin vesz rész. Az albumin nagy stabilitassal képes
kotni a rezet, amelyet a kordbban emlitett ATCUN motivumként is ismeriink. Ezzel
szemben a ceruloplazminban a rézzel inertebb kotésmodu komplex képzodik, ami
miatt a csokkent ceruloplazmin szint a réz lerakodasahoz vezet jellemzoen a maj és
az agy (Wilson-kor) szoveteiben.

A bioldgiailag fontos réz-tartalmi fehérjéknek harom tipusat kiilonboztetjiik meg:

L tipus vagy kék rézfehérjek: egyetlen rézatomot tartalmazo fehérjék, amelyben a
fémion egy erGsen torzult geometriaval rendelkezik egy 2N- és 2S-donoratom altal
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meghatarozott kornyezetben. Ez az dllapot a réz(Il)-re jellemzd siknégyzetes és réz(I)-
re jellemz6 tetraéderes allapot kozti atmenet. A fehérje tipust szokatlan ESR
paraméterek és intenziv kék szin jellemez, amely a S—Cu(ll) toltésatviteli savtol
szarmazik 600 nm koril. Ilyen tipust fehérjék a plasztocianinok, amelyek fdleg
novényekben fordulnak eld, dontden a fotoszintézisben vesznek részt, mint
elektrontranszfer proteinek.

I, tipus vagy nemkék rézfehérjék: monomer réz(Il)komplexekre jellemzd
tetragonalisan torzult oktaéderes geometria, jellemzé ESR paraméterekkel és széles
abszorpcios spektrummal. I1. tipust fehérje csaladba tartoznak a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) enzimek, amelyek a szuperoxid anion diszproporcidjat katalizaljak. Az
eukaridtakban megjelend CuZn-SOD érdekessége, hogy két fémiont, cinket és rezet
tartalmaz, amelyben a cink(Il) az aktiv hely kialakulasaért felelés konformaciot adja,
a réz(Il)ion pedig a katalitikus folyamatért felelés. A két fémiont egy hisztidin
aminosav imidazolato-hidja koti 6ssze.

1l tipus vagy ESR inaktiv rézfehérjék: altalaban tobb fémcentrumot tartalmazo
fehérjék, amelyben a réz(I) a d° elektronkonfiguracidja miatt ESR csendes, mig a
réz(Il)ionok olyan tavolsagra helyezkednek el egymastol, hogy koztik erods,
antiferromagneses kolcsonhatas alakul ki, amely szintén ESR inaktivitast
eredményez. ESR inaktiv rézfehérje a puhatestiiek és alacsonyabb rendt tengeri
¢élolények oxigénszallitdo fehérjéje, a hemocianin. Az oxigén kotédése soran egy
[Cu(I1)-022~-Cu(II)] peroxo kdtésmodu komplex alakul ki, amely kevésbé stabil, mint
a hemoglobinban kotott oxigén komplex, igy a hemocianin kevésbé hatékony
oxigeénszallito fehérje.

Koordinacios kémiai szempontbol a réz két oxidacios allapotban talalhaté meg, +1,
illetve +2, amelyek koziil komplexeiben altalaban utobbi oxidacios szammal szerepel.
A réz(l)ion d¥ elektronszerkezete miatt diamagneses, komplexei szintelenek.
Koordinaciés szama jellemzoen kettd vagy négy, igy vegyiileteiben a lineéris és
tetraéderes koordinacio preferalt. Soft karakterii fémion, igy nagy hajlamot mutat S-
donoratomot tartalmazé ligandumok irdnyaba. A +2-es oxidacios allapota
réz(Il)ionokhoz d° elektronszerkezet rendelhetd, komplexei szinesek, paramégneses
sajatsagiak. Vegyiileteiben a leggyakoribb koordinacios szam 4, 5 és 6, szerkezetiiket
tekintve siknégyezetes vagy tetragonalisan torzult oktaéderes elrendezddéstiek. Ennek
oka a Jahn-Teller hatas, amely az ey palyak egyenlétlen feltoltottségébdl adodik.

Borderline tipus fémion, igy az O, N és S donoratomokkal egyarant stabilizalhat6®®
67
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2.2.2. A nikkel(I) biologiai szerepe és koordindcios kémidja

A nikkel biologiai fontossagat az emberi szervezetben €s mas emldsokben még nem
azonositottak, ugyanakkor sok ndvény és mikroorganizmus szamara 1étfontossagu.
Szamos enzimben megtalalhato, igy példaul az ureazokban, amelyek a karbamid
hidrolizisét katalizaljak ammoniava €s szén-dioxidda. Ez az enzim létfontossagu a
Helicobacter pylori baktérium szamara, mivel a felszabaduld6 ammonia segit
k6zombdsiteni a gyomor savas pH-jat, amely a baktérium tulélése szempontjabol
kulcsfontossagt. A hidrogenazokban a vas mellett a nikkel is megtalalhato, ahol a
nikkel-vas Klasztereket a cisztein tiolatcsoportjanak kétfogi koordinacidja
stabilizalja.

Ujabban sikeriilt azonositani a szuperoxid-dizmutaz enzimcsalad egy Gjabb tagjat,
amely szintén nikkelt tartalmaz és a redoxi ciklus soran nikkel(II)-nikkel(IIl) &tmenet
valosul meg.

Koordinaciés kémiai szempontbol a nikkel +4-t61 0-ig megtalalhatdé komplex
vegyiileteiben, fémorganikus vegyiileteiben nem ritka a nullatol kisebb oxidacios
allapot sem. Ezek koziil a +2-es oxidacios allapot nagy stabilitast, amelyben a nikkel
d® elektronszerkezetli. Komplex vegyiileteiben az oktaéderes, tetraéderes és a
siknégyzetes elrendezddés is eldfordul a koordindlodd ligandumok szimmetridja,
illetve a ligandumtér d palyakra hatott felhasadasanak fiiggvényében. Ha a
ligandtumtér kell6en alacsony szimmetriajf, illetve kelléen nagy a ligandumtér
eréssége, altalaban a siknégyzetes geometria preferalt. Magneses tulajdonsagait
tekintve az oktaéderes nikkel(Il)-komplexek paramégneses, mig a siknégyzetes
komplexek diamagneses sajatsagiiak®® ®°. Viszonylag kisebb szami tetraéderes
nikkel(ll)-komplex ismert, a legtobb ilyen geometriaji komplexet szubsztitualt
tercierfoszfinok segitségével sikeriilt elballitani. Egy koztes geometrianak is
tekinthet6 az oktaéderes és siknégyzetes geometria kozott, ugyanis a kristralytér-
stabilizacios energia értéke 8 Dq €s altalaban olyan ligandumokkal képzédnek, ahol
vagy sztérikus okok miatt gatolt a siknégyzetes geometria kialakulas, vagy a ligandum
nem rendelkezik olyan perturbacios energiaval, ami a nikkel(IT) d elektronjainak

spinparosodasat tenné lehet6vé ',

2.2.3. A cink(Il) biologiai szerepe és koordindcios kémidja

A cink az emberi szervezetben el6forduld masodik leggyakoribb nyomelem,
megkozelitdleg 2 g mennyiségben talalhatdé meg. Mivel egyediil +2-es oxidacios
allapotban talalhatdé meg, redoxi folyamatok katalizisében nem vesz részt, ezért a
mintegy 200 cinktartalmt metalloproteinben és metalloenzimben szerkezetalakito €s
sav-bazis folyamatok katalizisét végzi. fgy példaul az elséként azonositott
cinktartalmi szénsav-anhidraz enzim a szén-dioxid viz kdzotti reverzibilis reakciot
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katalizalja, amelyben a cink(Il)ionok tetraéderes elrendezddéstiek és a fémiont harom
hisztidin imidazol nitrogénje, illetve a Kkatalitikus ciklusban szerepet jatszo
vizmolekula koordinalja. Szerkezetalakitd funkciojat tekintve fontos megemliteni a
cinkujj-fehérjéket, amelyek DNS-k6t6 transzkripeios faktorként miikodnek. Benniik
a fémiont minden ismétlddé egység 2-2 hisztidin és cisztein oldallanca koordinalja,
kialakitva egy 12-15 aminosavbol 4116 hurkot, amely képes kotédni a DNS-hez't.

A cink(Il)ion 3d®¥ elektronszerkezetii, aminek megfeleléen komplexei szintelen,
diamagneses sajatsaguak. Kinetikailag labilis, kozepes termodinamikai stabilitast
komplexeket képez peptidekkel, ugyanakkor tiolatcsoportot tartalmazd
ligandumokkal stabilizalhat6. Komplexeiben a fémion koordinacidos szama
leggyakrabban 6 vagy 4, ennck megfeleléen az oktaéderes és a tetraéderes
elrendezddés kedvezményezett.

Donoratom preferenciaja a S > N > O iranyaban csokken, emiatt a peptidekben
leggyakrabban az N-terminalis aminocsoporthoz, a hisztidin imidazol nitrogénjéhez,
illetve a cisztein tiolatcsoportjahoz ktédik. Nem koordinalodo oldallancot tartalmazé
peptidek esetén nem képes az amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaciojat
indukdlni, amely a ligandumtér stabilizacio hidnyaval, illetve a fémion nagy hidrolizis
hajlamaval magyarazhato. Egyediili példat erre az effektusra az N-terminalisan
szabad GlyHis tipusu peptidek vizsgalata soran mutattak ki, ahol is pH 7,0 felett
kialakul az (NHz,N~,Nim) koordinacioju részecske.

2.2.4. A kadmium(Il) biologiai szerepe és koordinacios kémidja

A kadmium az emberi szervezetben, annak normal miikodése esetén nem fordul eld,
ugyanakkor bizonyos névények (pl. rizs) vagy alacsonyabb rendii puhatesti é161ények
meglepden magas kadmium-toleranciat mutatnak €s nagy mennyiségben képesek a
kadmiumot akkumulalni. Az ilyen szennyezett taplalékok fogyasztasa soran a fém az
emberi szervezetbe is bejut, amelyre egy fontos példa az 1950-es években, Japanban
megjelent Un. itai-itai kor. A kadmiummal szennyezett folyoé vizét hasznalva a
rizsfoldek Ont6zésére a fém bekeriilt az emberi anyagcsere folyamatokba és
elsésorban iddsebb ndk esetén a csontok torékenységét fokozta. Ugyanis a kadmium
hasonl6 kémia tulajdonsagli, mint a cink és kalcium és utobbit képes a csontokbol
kiszoritani, ahonnan csak igen nehezen triil ki, felezési ideje évtizedekben mérhetd.

A kadmium felszivodasa utan elsésorban az albuminnal és transzferrinnel szallitodik.
A szervezetben torténé megkotésében kétféle molekula vehet részt, a glutation és
metallotioneinek. Utobbiak olyan kis molekulatomegii fehérjék, amelyek szamos
ciszteint tartalmaznak, ezaltal kiilonb6z6 tagszamu fém-klaszterek alakulhatnak ki.
Maguk a metallotioneinek tobbfunkcios fehérjék, a toxikus fémionok detoxifikalasan
tal szerepet jatszanak a reaktiv oxigén specieszek semlegesitésében, illetve a sejtek
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redoxiallapotanak szabdlyzdsdban is. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a
metallotioneinekhez koordinalt fémionok képesek azok képzddését indukalni, igy
ezen multicisztein tipusu fehérjék szerepe a szervezet védekez6 mechanizmusaban
egyértelmil.

A kadmium(11) d*° elektronszerkezetli, diamagneses, leggyakoribb oxidacios allapota
+2. Tipikusan soft karakterli fémion, igy a S-donoratomu ligandumokkal
stabilizalhato. Komplexeiben a koordindciés szdm 2 és 6 kozott valtozik, igy a
linearis, tetraéderes és oktaéderes geometria is egyarant eléfordulhat. A kitiintetett
geometria hidnya a ligandumtér stabilizacid hidnyéaval egyértelmiien magyarazhato.
Tiolatcsoportot tartalmazé peptidekkel nagy stabilitasit komplexet képez, de a
termindlis aminocsoport ¢és a hisztidin imidazol nitrogének is szerepet jatszhatnak a
fémion megkdtésében, bar az ilyen komplexek kisebb termodinamikai stabilitasuak.
Fontos megemliteni, hogy habar a ciszteint tartalmazo6 peptidekhez a fémion stabilan
kotodik, a  tiolatcsoport mégsem képes a  fémionhoz koordinalodva
horgonycsoportként viselkedni és eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalodast és

koordinciot'? 74,

2.2.5. A palladium(ll) biologiai szerepe és koordindcios kémidja

A palladium egészséges emberi szervezetben nem fordul eld. Habar mérgezo, de a
természetben olyan kis mennyiségben talalhatdé meg, hogy bioldgiai szerepe
gyakorlatilag elhanyagolhat6. Komplexeinek vizsgalata két okbdl indokolt. A Pt(II)-
tartalmit  kemoterapikumok modell fémionjaként altalaban palladium(Il)iont
alkalmaznak, illetve elméleti koordinaciés kémiai jelentésége nagy, ugyanis
peptidekkel a palladium(IT)ionok képezik a legnagyobb termodinamikai stabilitast
komplexeket. Palladium(Il) esetén az amidnitrogén deprotonalodasa és koordinacioja
olyan effektiv, hogy gyakran pH ~ 2 koriil bekovetkezik, amely ezen rendszerek
vizsgalatat jelentésen megneheziti. Emiatt kiilonb6z6 kompeticios modszereket
hasznalnak a fémion — peptid kompexek egyenstlyi allanddjanak meghatarozasara.
fgy példaul a kloridionokkal valo kompeticios reakcioban a peptidkomplex képzédése
a nagyobb, jobban vizsgalhato pH tartomanyba tolhato, a fémion hidrolizise pedig
visszaszorithat6 .

A palladium(Il) peptidekkel alkotott komplexeiben jellemzéen diamagneses,
siknégyzetes geometridjl, igy jol vizsgalhato *H NMR és CD-spektroszkopiaval.
Oldallancban donorcsoportot nem tartalmazé egyszer(i glicil-glicin peptid esetén a
fémion kotddik az N-termindlis aminocsoporthoz, mint horgonycsoporthoz ¢s
indukalja az amidnitrogén deprotonalddasat és koordinacidjat. A koordinaciods
szféraban a karboxilatcsoport, illetve egy koordindlt vizmolekula is megtalalhato,
amely nagyobb pH tartomanyban deprotonalodik, illetve a karboxilatcsoport is
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kiszorul, helyére hidroxidcsoport koordinalodik. Ligandumfelesleget tartalmazo
oldatban PdL,H_, 6sszetételii komplex alakul ki, amelyben 2x(NH2,N™) koordinacios
mod valosul meg76'78.

Tiolat-, illetve tioétercsoportot tartalmazo ligandumokban a S-donoratom elsédleges
fémionkotd helyéiil szolgdl a palladium(Il)ionoknak. Tioétercsoport esetén a
koordinaci6 pH-tol fiiggetlen, ugyanakkor horgonycsoportként viselkedik. Igy
példaul a GlyMetGly peptidben az (NHz, N, S) koordinacié valosul meg és a C-
terminus feldli elsé amidnitrogén a teljes vizsgalhaté pH tartomanyban protonalt
marad. Mivel ebben az esetben a fémion koordinicios szférdja telitetlen,
ligandumfelesleget tartalmazo oldatokban biszkomplexek képzddnek és az egy,
illetve haromfogu koordinaci6 lehetdvé teszi koordindcids izomerek megjelenését is
79

A palladium ugyanakkor fontos fémion abbol a szempontbdl is, hogy a kiilonb6z6
Pt(I)-tartalmit  kemoterapikumok, rakellenes készitmények modellvegyiiletéiil
szolgal, ugyanis hasonl6 hard-soft karaktere, komplex geometridja és ionsugaranak
atmérdje ezt lehetové teszi. Mindemellett a palladium(Il) ligandumszubsztiticios
reakcioi 6t nagysagrenddel gyorsabbak a megfeleld platina(Il) komplexekhez képest,
annak inert karaktere miatt. Ezaltal hatasmechanizmus vizsgalatokban igen gyakran
hasznalt, mint modell fémion®% 81,

2.3. A fémionok neurodegenerativ betegségekben betoltott szerepének
koordinacids kémiai hattere

A neurodegenerativ betegségek kozos jellemzbje, hogy az egészségesen mikodo
fehérje egy sok esetben ismeretlen hatds vagy egymast indukalé mechanizmusok
aggregatumok, illetve plakkok jelennek meg az agyban. Emiatt annak
szovetallomanya pusztulasnak indul, amely a beteg szellemi- és fizikalis leépiiléséhez
Alzheimer-kéorban az amiloid-f plakkok megjelenését, a prion betegségekben (mint a
Creutzfeld-Jakob kor) a prion fehérje konformaciovaltozasat figyelték meg. A
betegségek kialakuldsanak konkrét mechanizmusai maig nem ismeretesek, de
feltételezheto az oxidativ stressz, illetve kiilonb6zo6 atmenetifém ionok szerepe is8284,
A fémionok szempontjabol tobbféle hatast is emlitenek, amely ezen aggregacios
folyamatokat okozza. Egyik ilyen a fent leirt konformaciovaltozas®® &, Masik
lehetdség lehet, hogy a fémion hatasara egy 0j intermolekularis keresztkotésrendszer
alakul ki, amely a fehérjeszalak oligomerizaciojat okozza®’. Azonban eléfordul, hogy
a fémion-ligandum koélcsonhatas soran neutralis komplex alakul ki, amely hatasara
felgyorsul a fibrillum képzédésgg. A fehérje morfologiaja is megvaltozhat a fémion
megkdtése révén, amely az oligomer forméban stabilabb®. Illetve a fémion hatéséara
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a fehérje nativ szerkezete stabilizdlodhat, amely ezéltal letekeredik és egy
energetikailag kedvezébb format vehet fel%% 91,

1863-ban Nikolaus Friedrich irta le elészor a Friedrich-ataxiat, amelyben a
paciensek egyensulyi zavarara, a beszédképesség fokozatos leépiilésére és a reflexek
visszaszoruldsara lett figyelmes. Ezen elvaltozdsok megjelenése utan 4-5 évvel
szivizomzavarok 1éptek fel, amelyek a paciensek halalihoz vezettek®. A betegség
elsé lehetséges molekularis magyardzata szerint az ataxiat kodold gén egy 90-170
alegységbdl allo trinukleotid ismétlodést épit be a frataxin fehérjébe, amely fehérje
ennek kovetkeztében aggregalddik. A frataxin funkcidja ugyanakkor nem ismert, de
feltételezések szerint szerepet jatszik a vas-kén fehérjék bioszintézisében. Az
ataxiaban szenvedd betegek frataxin szintje lecsokken és a vas metabolizmusa
felborul. Ennek magyarazata lehet, hogy a frataxin szerepet jatszik a vas
metabolizmusanak szabalyzdsdban, de a mutalodott frataxin mar nem képes ezt
szabalyozni, ami a vas akkumulaciojat idézi el6. Egy masik hipotézis szerint maga a
frataxin tarolja a vasat, amely csak akkor lehetséges, ha a frataxin vassal alkotott
komplexei hasonlo szerkezetiiek, mint a human transzferrin. Igy a frataxin vélhetden
képes is megkotni a vasat, amelyet 2003-ban Gerber és munkatarsai igazolni tudtak®.
neurodegenerativ betegség esetén kimutattak, illetve azt, hogy olyan fémionok, mint
a réz(Il), cink(Il) és a vas(ID)/(III) megemelkedett koncentracidoban vannak jelen a
korban megjelend plakkokban. fgy példaul az amiotrofias lateralszklerozisban (ALS)
szenvedd pacienseknél a réz,cink-szuperoxid dizmutdz enzim tobb, mint 170
mutacidjat azonositottak 93, Ezen tulmenden a Parkinson-kor esetén, mint kornyezeti
hatast a mangan(Il)ionokat is emlitették, amelyek a human emberi PD (Parkinson
disease) génhez kdtodve timadjak a neuronokat. Maga a gén egy olyan fehérjét kodol,
amely szamos fémkdotohelyet tartalmaz, igy koordinacios kémidja részletesen vizsgalt
%Az alabbiakban a Kutatécsoportunkban vizsgalt két neurodegenerativ betegségben
megjelend fehérje és mutansainak részletes oldategyensulyi vizsgalatat mutatjuk be.
Egyiket az Alzheimer-kor esetén megjelend B-amilod peptid, a masikat pedig a
szivacsos agyveldsorvadasban jelen levé prion protein egyenstlyi és spektroszkopiai
vizsgalata jelenti.

Az Alzheimer-kér a 65 év feletti korosztaly esetén egyre nagyobb szamban
jelentkezo neurodegenerativ elvaltozas, amely memoriazavarokkal,
ingerlékenységgel és nyelvi nehézségek megjelenésével jar egyiitt. A betegség
ugyanakkor a 40-65 év kozotti korosztalyban is megjelenhet, amelyet a B-amiloid
prekurzora, az amiloid prekurzor protein (APP) mutacidja idéz elé. Ezt a
transzmembran fehérjét normal miikodés mellett az a,p,y-szekretaz hasitjags. A
probléma akkor jelentkezik, amikor az APP mutacidja révén egy 39-43-tagu amiloid-
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B részlet hasad ki, amely felhalmozddik az extracellularis térben és bekovetkezik az
aggregacioja.

Az amiloid-p aminosav szekvenciaja jol ismert, szamos fémionko6té helyet tartalmaz,
igy koordinaciés kémiai szempontbl is részletesen tanulmanyozott®>104,

A természetes amiloid-f fehérje oldhatatlan vizben, igy a klasszikus egyensulyi és
szerkezeti vizsgalatok akadalyozottak. Ugyanakkor a peptid N-terminalisan szabad,
illetve megtalalhat6 ebben a régidban 3 hisztidin és szamos polaris oldallanc is, amely
szerepet jatszhat fémionok megkotésében. Emiatt az N-terminalis rész koordinacios
kémiai sajatsagait széles korben vizsgaltak és megallapitottdk, hogy a fent emlitett
horgonycsoportoknak nagy szerepe van a réz(Il) megkodtésében®1%8 Az (1-16)
fragmens PEG-ilalasaval, illetve kisebb peptidfragmensek eldallitasa révén az
oldékonysagi viszonyok javultak, igy a réz(Il), nikkel(II) és cink(Il) komplexek
karakterizalasa lehetove valt®® 199112 Ezek alapjan az (1-16) fragmens képes 4
ekvivalens réz(Il)iont oldatban tartani, ahol a horgonycsoportok az N-terminalis
aminocsoport, illetve a H6, H13 és H14 pozicidoban 1évé hisztidinek. Hasonldan a

108,113, 114

korabbi vizsgalatokhoz , az els6 ekvivalens fémion megkdtése a peptid N-

felé'!. Ez a nagy affinitds az N-terminalis régidban 1év6 polaris oldallanch
aminosavak (Asp, Glu, Ser és Arg) stabilizal6 hatasaval magyarazhato. A H6, H13 és
H14 helyzetl hisztidinek bonyolultabb koordinacios viszonyokat teremtenek, mint a
peptid N-terminalis régidja. A mutans fragmensek vizsgalata alapjan megallapitottak,
hogy a H6 helyzeti hisztidin az els6dleges horgonycsoport, amely indukalja a
peptidvaz amidnitrogénjeinek deprotonalodasat €s koordinacidjat és a réz(Il)ionok
csak egy kis hanyada kotédik a H13-H14 régiohoz lugos kozegben!. A védett (8-
16) szarmazék vizsgalata soran koordinacios izomerek képzodését tapasztaltak
Osszemérhetd mennyiségben, amelyben az egyik horgonycsoport a H13 helyzetii, mig
a masik a H14 helyzeti hisztidin volt. Ugyanakkor a fiziologias pH-n képz6dod
biszkomplexek a szomszédos hisztidinek kot6désével nagy stabilitasi komplexeket
eredményeztek, de csak az N-terminalis régi6 hianyaban®®®.

Az AB(1-16)-PEG fontos tulajdonsaga, szemben a késébb bemutatandd prion
fragmensek koordinacios sajatsagaihoz képest, hogy nagyobb stabilitassal képes kotni
a cink(I)ionokat, a ligandum harom ekvivalens cink(Il)iont képes oldatban tartani.
Ezen fémion esetén a fo kotohelyek az N-termindlis aminocsoport, illetve a két
szomszédos hisztidin (H13 és H14), ahol pH 8 f616tt megtorténik az amidnitrogén
fémionindukalt deprotonalodasa és koordinéci(')jalog. NMR vizsgalatok alapjan
ugyanakkor fiziologias pH-n a szomszédos hisztidin makrokelat a f6 kothely
cink(Il), illetve kadmium(II) szamara is®’.

A nikkel(IT)ionok egyenstilyi vizsgalata alapjan az (1-16) fragmens két ekvivalens
nikkel(Il) megkotésére alkalmas az N-termindlis aminocsoport ¢és a HI14
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horgonycsoportok  altal.  Ellentétben a réz(Il)- ¢és cink(Il)ionokkal, a
nikkel(Il)ionokkal képz6dé komplexek nem mutattak megndvekedett stabilitast,
ugyanakkor azt fontos megemliteni, hogy az (1-16) fragmens egyszerre mindharom
fémion megkétésére alkalmas ligos oldatban!2,
Az aluminium(IIl) lehetséges szerepe az Alzheimer-kérban erdsen vitatott®®.
Altalanossagban a hard tulajdonsagu kationok, mint az aluminium(III) nem képeznek
nagy stabilitast komplexeket az AP peptiddel, amely csak gyenge kdlcsonhatésra utal
a fémion ¢és ligandum kozott. Ugyanakkor maga a fémion képes el6idézni az amiloid
aggregéciéjét115.
Ugyancsak megemelkedett koncentracidban talalhaté meg a vas az Alzheimer-korban
szenvedd betegek agyaban. Az irodalomban azonban csak kevés adat talalhatd az
amiloidP-vas(I/III) kélesonhatasrol, amelyek alapjan a kolcsonhatas a ligandummal
csak igen kis mértéki®®. Azt azonban fontos megemliteni, hogy maga a
vas(Il)/vas(I11) redoxirendszer részt vesz az oxidativ stressz és ezaltal a reaktiv oxigén
specieszek generalasaban, amelyek szintén fontos szerepet tolthetnek be az
Alzheimer-kor kialakulasaban.
A prion betegség vagy fert6z0 szivacsos agyvelOsorvadas egy ritka, de annal
szélesebb korben tanulmanyozott neurodegenerativ betegség. Fert6zo jellegébol
fakaddan megjelenése folyamatos veszélyt jelent a tdrsadalomra nézve. Hasonldan a
fent részletezett neurodegenerativ betegségekhez, a betegség kialakuldsa egy
konforméci6 valtozas kovetkezménye, melyben a normal cellularis glikoprotein
(PrP€) egy abnormalis formava modosul (PrPS°), amely proteaz rezisztens. A PrP¢
funkcidja még ma nem teljesen ismert, de szerepet jatszhat a réz homeosztazisaban.
Ennek az is lehet az oka, hogy a prion protein nagyszamu hisztidin aminosavat
tartalmaz, a teljes aminosav szekvenciajaban Osszesen tiz darabot, amelyb6l hat az N-
terminalishoz kdzeli régidban helyezkedik el. Emiatt a prion fehérje és fragmenseinek
réz(Il) kotd képességét mar szeéles korben tanulményozték97' 101, 102, 104, 116, 117 A
prion protein kiilonlegessége, hogy ebben a tartomanyban a hisztidinek egymastol
tavol és jol szeparaltan helyezkednek el egyéb, er6sen koordinaloddé aminosavat
ugyanakkor nem tartalmaz a molekula. A hat hisztidin kéziil négy az Gn. octarepeat
domain-ben talalhatd, amely négy ismétlodé oktapeptid szegmensbdl all
(PHGGGWGQ). A hisztidinek az aminosav szekvencia 61, 69, 77 és 85 poziciojaban
talalhatoak meg. A tovabbi két hisztidin az octarepeat tartomanyon kiviil a 96 és 111
pozicidban van és ez a legvaldszinlibbnek vélt fémkotohely a GTHS és MKHM
tetrapeptid szegmenssel.
Szamos tanulmany foglalkozik az octarepeat tartomany fémion (elsdsorban réz(Il))
affinitasaval is, ugyanis mind az egyensulyi'!®, mind a szerkezeti adatok'® 120 azt
mutatjak, hogy a fragmens réz(I)koté képessége igen nagy, fiziologias pH-n
[CuLH_;] 0Osszetételi komplex alakul ki (Nim,N7,N7) koordinaciés moddal.
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Egykristaly diffrakcids eredmények alapjan a koordinacids szféraban egy axialisan
koordinalt vizmolekula is talalhatd, amelyet egy kozeli triptofan is stabilizal, rogzitve
a komplex szerkezetét. pH 8 felett egy jabb lugfogyasztoé folyamatban egy tovabbi
amidnitrogén is belép a koordindcidés szféraba. Az octarepeat tartomany
ismétlodésével eldallitott dimer és tetramer peptidek jelentds kiilonbséget mutatnak a
monomer peptidhez képest'?112%, A tetramer peptid rossz oldhatosaga nem tette
lehetdvé az oldategyensulyi és spektroszkdpiai tanulmanyokat, igy a tetramer PEG-
ilalasa adott bévebb informaciot a valos octarepeat tartoméany fémion affinitasarol 24,
Az egyensulyi és spektroszkopiai adatok egyértelmiien mutattdk, hogy a réz(Il)-
octarepeat rendszer részecskeeloszlasa a pH fiiggvényében nagymértékben fiigg a
fémion és ligandum ardnyatol. Minden esetben a hisztidin imidazol-N a
horgonycsoport a fémion megkdtésében, ugyanakkor a monodentat Cu-Nim kdtésmod
termodinamikailag nem stabil, de a tetramer formaval képz6dé Cu-4Nim makrokelat
mar jelentés mértekli stabilitasnovekedést mutatott. Ez a részecske a dominans
fiziologias pH-n és az amidnitrogén deprotonalodast és koordinacidt eltolja a lagos
pH tartomanyba. A monomer PHGGGWGQ esetén fiziologias pH-n mar kialakul az
(Nim,N7,N7) kotésmodi komplex. A fémion aranyanak novelése megtori ezt a
makrokelat szerkezetet és polinuklearis komplexek képzddnek, ahol minden hisztidin
egy fiiggetlen fémion kotéhelyeként funkcional.

A nativ prion protein réz(Il) komplexeivel végzett vizsgalatok soran megallapitottak,
hogy a molekula tobb, mint 4 ekvivalens réz(Il) megkotésére képes, amely arra utal,
hogy a fémion megkodtésében az octarepeat tartomanyon kiviili hisztidinek is részt
vesznek!'’. A terminalisan védett kisebb fragmensek (Ac-GTHS-NH,, Ac-MKHM-
NH; és Ac-IKQHT-NH,) oldategyensulyi vizsgalata azt mutatta, hogy mindharom
ligandum j6 fémkotohely réz(Il)ionok szamara és a képz6dd komplexek stabilitasa
nagyobb, mint az octarepeat fragmenssel képz8dé komplexeké!?>12°,

Ez jol magyarazhato azzal,

hogy a védett
a.) b.) fragmensekben  és  az
5 octarepeat egységben a
/cn;—c/ Hz \?é 0 kialakulo csatolt

< 7 5$\g =0 %5 5 ; ;
HoC ®/ c (\@.C“z+®c(\ kelatrend-szer tagszama
J e AT 6 Ly kiilonbozik. Mig az
e i /g i
N/f ‘o\ g e octarepeat-ben a prolin
& H/ H gatolja az amidnitrogén

deprotonalodast az  N-
terminalis irdanyba, igy egy
(7,5)-tagh  csatolt  kelat
alakul ki (5a. abra), addig az

5. abra A (7,5)- (a.), illetve (6,5)-tagu (b.) csatolt
kelatrendszer.
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octarepeat-en kiviili tartomanyban az amidnitrogén deprotonéalodas €s koordinacid az
N-terminalis iranyba halad és a 1étrejové csatolt kelat (6,5)-taghi (5b. abra).
Kutatoécsoportunkban végzett szisztematikus tanulmanyok a prion peptid
legnagyobb stabilitassal a réz(Il)ionokat és ez a stabilitds a kovetkezd sorrendben
csokken: HI111>H96>>H85~H77 3" 130132 " E; a kiilonbség egyértelmilen az
oldallancok kiilonb6z6 fémionokhoz valé affinitdsdbol ered. Nikkel(Il) esetén a
stabilitasi sorrend fordul (H96>>H111), amelynek oka, hogy a GTHS szekvencia
merev szerkezete jobban stabilizalja a siknégyzetes nikkelt(ll), az MKHM szekvencia
pedig a réz(Il)ionok szamara kedvezd egy axialis vizmolekula stabilizalo hatdsan
keresztiil*®,

Ennek megfeleléen a HuPrP(91-115) fragmens képes mindkét fémiont egyidejlileg
kotni, ugyanakkor, ha a ligandum két kotohelyét telitjiik réz(IT)ionokkal, a nikkel(II)
nem képes versengeni a kotShelyért, csapadék forméjaban levalik az oldatbol*?. A
nikkel(11) azonban jo diamagneses modelljeként szolgal a réz(IT)ionoknak, igy NMR
segitségével tovabbi szerkezeti informaciok nyerhetéek a fémionhoz koordinalt
donorcsoportok min()’ségér61134'136. Hasonléan jo modell a palladium(Il)ion is¥7,
habar a legnagyobb termodinamikai stabilitasi komplexek ezzel a fémionnal
képzédnek.

A cink(IT)ionok nem képeznek nagy termodinamikai stabilitasi komplexeket az
emberi és emlds prion fragmensekkell38’ 41 Azonban a cink(Il) k6té képessége a
zebrahal prion proteinnek kiugroan nagy™®® 140, Ez azzal magyarazhato, hogy ebben
a proteinben a hisztidin aminonosavak nem szeparaltan, hanem egymas
szomszédsagaban helyezkednek el. A réz(Il)ionok természetesen nagyobb stabilitasu
komplexeket képeznek ezzel a ligandummal is, de a cink(IT)ionok jelenléte jelentésen
befolyasolhatja a komplexképz6dési folyamatokat# 243, A kadmium(ll)ionok kis
termodinamikai stabilitassal kotddnek a prionfragmensek hisztidin imidazol

41,144

nitrogénjeihez , illetve a mangan(Il)ionok esetén sem mutattak ki jelentds

mértékii kolesonhatast'®®,

A fent leirtakbodl is lathatod, hogy a kiilonb6z6 donorcsoportok egyideji jelenléte
jelentés mértékben valtoztatja a koordinacids kémiai viszonyokat, igy mindenképp
indokolt egyszerli, de tdbb, erésen koordinalddd donorcsoportot tartalmazo

ligandumok vizsgalata.
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3. KISERLETI KORULMENYEK

3.1. Felhasznalt vegyszerek

A szilardfazisu peptidszintézis soran felhasznalt vegyszerek, oldoszerek kereskedelmi
forrasbol szarmaznak, felhasznalasuk kozvetleniil, tisztitas nélkil tortént. A Rink
Amide Am gyanta, a 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluréonium-
tetrafluoroborat (TBTU), illetve a 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) védécsoportot
tartalmazo aminosav szarmazékok (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH) a svajci Novabiochem cégtol
kertiltek beszerzésre.

Az analitikai tisztasaga N,N-dimetil-formamid (DMF), az N,N-diizopropil-etilamin
(DIPEA) és a trifluorecetsav (TFA) a Merck Kft. termékei, mig az N-hidroxi-
benztriazol egy hidrat (HOBt-H,0), az N-metil-2-pirrolidon (NMP), a triizopropil-
szilan (TIS), a 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol (DODT) és a 2-metil-2-butanol a Sigma-
Aldrich Co. termékei. A piperidint, a diklér-metant (DCM), a dietil-étert (Et2O) és a
96 %-os ecetsavat a Molar Chemicals Kft.-td1 szereztiik be. A szintézis célra alkalmas
DMF és ecetsavanhidrid a VWR International termékei.

A HPLC vizsgalatok soran hasznalt acetonitril és TFA a Sigma-Aldrich Co. terméke.
Az oldategyensulyi vizsgalatok soran CuCl,-, NiCl,-, ZnCl,-, Cd(NO3),-torzsoldatok
a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. altal gyartott a.l.t. tisztasdgu vegyszerekbol
késziiltek haromszor ioncserélt vizben vald olddsaval. A fémion torzsoldatok
palladium(II)-torzsoldatot Ko[PdCls] (Sigma-Aldrich Co.) vizben valé oldasaval
készitettiikk, 2 ekvivalens mennyiségli sésav hozziadasaval. A palladium(Il)-
torzsoldat savtartalmat pH-potenciometria segitségével hataroztuk meg.

3.2. Szilardfazisu peptidszintézis, tisztitas

A szilardfazisu peptidszintézist R. B. Merrifield dolgozta ki, és ezért 1984-ben Nobel-
dijat kapott 46
automatizalhatoak. A szintézis egy oldhatatlan szilard hordozon, tin. gyantan torténik.

Az ilyen tipust szintézistechnikak nagy elénye, hogy jol

A gyantan olyan funkcids csoport szemcsék talalhatoak, amelyekhez kémiai kotéssel
aminosav kapcsolhato. Elsé 1épésben a peptid C-terminalis helyén 1év6 aminosavat
kapcsoljuk, majd erre épitjiik fel a tobbi aminosavat. Ugyanakkor az aminosavak
oldallancai tartalmazhatnak olyan funkcios csoportokat, amelyek nem kivant
keresztreakciokat eredményeznének a szintézis soran. Emiatt fontos a megfeleld
véddécesoportok hasznalata, amelyeknek a szintézis végén konnyen eltavolithatoknak
kell lenniiik. Az a-aminocsoport védelmére 9-fluorenil-metoxi-karbonilt**” (Fmoc)
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alkalmaztunk, a hisztidin imidazolil, a cisztein tiolat és a szerin hidroxil oldallancat
tritil, mig az aszparaginsav karboxilcsoportjat terc-butil csoporttal védtiik.

A szilardfazisa peptidszintézis Liberty peptidszintetizalo késziilékkel (CEM,
Matthews, NC) tortént, oldoszerként N,N-dimetil-formamidot hasznaltunk. A
szintézis sordn hasznalt Rink Amide tipust gyanta C-termindlisan savamid csoportot
tartalmazo peptidek eldallitasat teszi lehetové. A gyantan 1évé véddcsoport
eltavolitasa 0,1 mol/dm? koncentraciojt HOBt-H20 és 20 V/V% piperidint tartalmazo
DMF oldattal tortént 80°C-on 30W teljesitményli mikrohullammal, 180 masodpercen
keresztiil. Ezutan torténik a C-terminalis fel6li elsé aminosav hozzaadasa, négyszeres
feleslegben 0,2 mol/dm?® koncentracioban, az oldoszer DMF volt. A funkcios
csoportok aktivalasahoz TBTU/HOBUY/DIPEA stratégiat alkalmaztunk. Az aminosav
gyantahoz, illetve kdvetkez6 egységhez vald kapcsolasat a késziilék 80°C-on 30W
teljesitményli mikrohulldmmal, 300 masodperc alatt végezte el. Ezen lépéseket
ciklikusan ismételve a kivant aminosav-szekvenciaji peptid felépithet6. Azon
ligandumok esetén, ahol az N-termindlis aminocsoport védett volt, az utolsd
aminosavegység Fmoc-véddcsoportjanak eltavolitasat kovetéen 6 V/V%
ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIPEA-t tartalmaz6 DMF oldat segitségével alakitottuk
ki az acil védécsoportot.

A szintézis befejez6dése utdn a gyantat és a rajta talalhato peptidet diklormetan, majd
96%-0s ecetsav, 2-metil-2-butanol és dietil-éter segitségével mostuk.

A gyantardl val6 lehasitas, illetve a véddcsoportok eltavolitdsa szobahdmérsékleten,
94,0% TFA-t, 1,0% 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt, 2,5% TIS-t és 2,5% H>O-t
tartalmazo elegyben tortént. Az oldatot ezutdn hideg dietil-éterbe csepegtettiik,
amelybdl a peptid csapadék formajaban kivalt. A csapadékot centrifugaltuk és
szaritottuk. Szaritas utdn a mintat vizben feloldottuk és liofilizaltuk.

A kapott termék tisztasagat forditott fazisit HPLC segitségével ellendriztiik, amelyhez
analitikai Teknokroma Europa Peptide C18 (250 x 4,6 mm, porusméret: 120 A,
szemcseméret: 5 um) kolonnat hasznaltunk Jasco MD-2010 diodasoros detektorral. A
detektalas a peptidkotésre jellemzd abszorpciés maximumon, 222 nm-en tortént.
Gradiens elucidt alkalmaztunk, melynek soran az A oldoszer viz 0,1 V/V% TFA-val,
a B oldoszer acetonitril 0,1 V/V% TFA-val volt. Az elucio soran 0,8 mL/perc aramlasi
sebességet alkalmazva az eluens Osszetételét az 1-15 percben 0-rol 25 %-ra
valtozattuk a B olddszer esetén. Ezt a 25 %-ot tartottuk a kovetkez6 16-20 perc soran,
majd a kovetkez6 5 percben a B eluens mennyiségét 0 %-ra csokkentettiik.

A ligandumok tisztasagat és azonossagat a HPLC mellett ESI-TOF-MS és NMR
segitségével is igazoltuk.

24



Lihi Norbert egyetemi doktori (PhD) értekezés

AAASSC-NH,

ADAAAC-NH,

AADAAC-NH,

Ac-DAAC-NH,

AHAAAC-NH,

AAHAAC-NH,

Ac-HAAC-NH,

CSSACS-NH,

Oy Oy Oy Oy Oy O
H,N-CHC-N-CHC-N-CHE-N-CHC-N-CHC-N-CHC-NH,
CHy CHy CHy CH, CH, CH,

OH OH SsH

Oy 94 94y Oy 9y O
H N=CHC-N-CHCE-N-CHE-N-CHC-N-CHC-N-CHC-NH,

CHy CH, CH; CHy CHy CH,

c=0 SH

OH
Oy 9y 9y Oy Oy O
H N-CHE-N-CHE-N-CHE-N-CHC-N-CHC-N-CHE-NH,
CH; CHy CH, CHy CHy  CH,
¢=0 SH
OH
Oy 94 9y 9n O
H3C~C-N-C~C-N-CHE-N-CHC-N-CHC-NH,
CH, CHy CHy CH,
¢=0 SH
OH

Oy 94 94 Oy 9y O
H N=CHC-N-CHCE-N-CHC-N-CHC-N-CHC-N-CHC-NH,
CHy CH, CH; CH; CHy  CH,
REN SH
L NH

Oy Oy Oy Oy Oy O
H,N-CHC- R CHC- R- CHC-N-CHC- R CHE-N-CHC-NH,
CHy CHy CH, CHy CHy CH,

NN SH

L NH
0 Oy Oy Oy O
H3C~C—HN-CHE-N-CHE-N-CHC-N-CHC-NH,
CH, CHy CH;  CH,
RPN SH
“NH
Oy Oy Oy Oy Oy O
H,N-CHC-N-CHC-N-CHE-N-CHC-N-CHC-N-CHC-NH,
CH, CH, CH, CHy CH, CH,
SH OH OH SH  OH

oy oy o oy o oy ©

y H H
ACSSACS-NH, H,N-CHC-N-CHC-N-CHE-N-CHC- R CHE-N-CHC-N-CHC-NH,

CHy CH, CH, CH, CHy CH, CH,
SH OH OH SH  OH

6. dbra Az altalunk eldallitott ligandumok szerkezete.
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3.3. pH-potenciometria

A komplexképzddési folyamatokat jellemz6 egyensulyi allandok meghatarozasara a
pH-potenciometria széleskoriien hasznalt vizsgalati modszer. Alkalmazhatosaganak
ugyanakkor feltétele, hogy fémion jelenlétében a ligandum protondlodési folyamatai
megvaltozzanak, igy a komplexképz6dés hatasara az oldat pH-ja megvaltozik. Ekkor
a hidrogénion (H*) és fémion (M™") k6zotti kompeticios reakei6 a (3.3.1) egyenlettel
adhat6 meg:

n HL + M™ = MI™™F 4o gt (3.3.1)

A brutté komplexképz6dési folyamat altalanos alakjat pedig a (3.3.2) egyenlet

szemlélteti (a toltéseket az egyenlet nem tartalmazza):
pM +qL+rH = MpLyH, (3.3.2)

ahol M: a fémion, L: a ligandum teljesen deprotonalt formaja, H: hidrogénion, p,q,r:

sztochiometriai egyiitthatok.

pH-potenciometria segitségével a képz6dé komplexek sztochiometrigja és stabilitasi

allanddja hatarozhaté meg, amelyre felirhato a (3.3.3) egyenlet:
[MyLqH, |

Poar =t yatay (33.3)

A kisérleti adatok ismeretében a ligandum protonalddasi allanddinak, illetve a
komplexek stabilitasi 4llandéinak meghatarozasa a SUPERQUAD és a Debreceni
Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén kifejlesztett PSEQUAD®
szamitogépes programokkal tortént. A szamolasokhoz az alabbi primer adatokra van
szilkség: a fémion, a ligandum és a hidrogénion analitikai koncentracioja,
vizionszorzat, a titraldo oldat koncentracioja, az egyedi részecskék pontos, vagy
kozelitd stabilitasi allandoi és a térfogat — pH adatparok. A program a bemend adatok
ismeretében Newton-Raphson iteracio segitségével a finomitani kivant stabilitasi
allandokat kozeliti mindaddig, amig a Z(Vmer-Vszmion)? Osszefliggésre minimumot
nem talal.

A stabilitasi allandok értékeit a kiinduldsi komponensekre felirhatdé anyagmérleg
egyenletek (3.3.4-3.3.6) adjak:

cn = [M]+ Ziy piBpqr [MITILI] [H]] (3.3.4)
cr = (L] + X1 4iBpqr [MIF [LY] [H] (3.3.5)
e = [H] + X1 1iBpqr [MI7 (L]} [H]] (3:3.6)
A kozelités josagat az illesztési paraméterrel — [Vier-Vsamionl atlagértéke —

jellemezhetjiik. A szamolas végén a program megadja a keresett stabilitasi allandokat,
illetve azok hibajat, valamint az illesztési paraméter értékek atlagat és az egyes pontok
eltérését a mért és szamolt titralasi pontok kozott.
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A stabilitasi allandok ismeretében az adott részecskék koncentracio eloszlasat a pH
figgvényében a MEDUSA™ programmal szerkesztettiik meg.

A pH potenciometrids titrdldsokat vizes oldatokban, 298 K hémérsékleten végeztiik,
KOH oldat (~0,2 mol/dm?®) adagolasat Hamilton fecskendével felszerelt Mol-AcS
mikrobiiretta végezte, a pH mérése Metrohm 6.0234.110 kombinalt tivegelektroddal
tortént, amelyet MOLSPIN pH-mérdhoz csatlakoztattunk. Az elektrod kalibralasa 298
korilmények kozotti pH-ja 4,005. A titralds sordn a mintaoldat gdzterébe argont
aramoltattunk, a kevertetést pedig magneses keverétesttel biztositottuk.

A titralt mintikban a ligandum kiindulasi koncentracioja 1,0-10 - 3,0-10° mol/dm?
volt, benniik a fémion:ligandum arany 2:1 €s 1:3 kozott valtozott. A mintak allando
ioner6ssége 0,2 mol/dm*® volt, amelyet KNOs; vagy KCI oldat hozzdadasaval
allitottunk be. A 0,2 mol/dm® elektrolit-koncentraci6 megegyezik a mérdoldat
Osszege. Ennek eredményeképpen a titralas soran az oldat ioneréssége allando értéken
tarthatd. A diffuzidos potencial kikiiszobolésére az Irving és munkatarsai altal

bevezetett médszert alkalmaztuk®?.

3.4. UV-lathato spektroszkopia

Az atmenetifém ionok komplexeinek fényelnyelését altalaban a d-d atmenetek, illetve
a ligandumrél a fémionra, vagy a forditott irdnyban lejatszodd toltésatviteli
folyamatok okozzak. Az altalunk vizsgalt fémionok koziil a réz(IT)-, nikkel(1l)- és
palladium(Il)ionok  peptid komplexei szinesek, igy ezen komplexek
elektrongerjesztési spektrumait részletesen mutatjuk be.

A réz(I)ionok d° elektronkonfiguracioja az elektron lyuk formalizmus érelmében
forditottja a d*-nek, ezéltal viszonylag egyszer(i spektrum rendelhetd hozza. A Jahn-
Teller effektus kovetkeztében a tetragonalisan torzult oktaéderes réz(Il)-
komplexekben az 2Eq alap- és 2T,y gerjesztett allapott energiaszintek degeneraltsaga
megsziinik és haromféle d-d atmenet valdsulhat meg: dy; (dyz) 2 A% dwy 20y
d? 2> di®y% Ezek az atmenetek igen gyakran atfednek egymassal, igy a réz(Il)-
komplexek elektrongerjesztési spektruma altalaban egy széles elnyelési savval
jellemezhetd, melynek intenzitasa és energiaja fiigg a koordinalddd donoratomok
szamatol és mindségétdl. Axialis koordinacid hidnyaban ezen komplexek abszorpcios
maximumanak helye peptidek réz(I[)-komplexei esetén egy empirikus képlet
segitségével megbecsiilhetd, amelyben az egyes koordinaléddé donorcsoportok
kiilsnbdz6 hozzajarulasi tényezdvel rendelkeznek®!®?;
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1000
Amax = n [nm] (3-4'1)
i=1%i
ahol x;: hozzajarulasi tényezok, n pedig azon donoratomok szama, amely hatassal van
a Amax értékére. A fent leirt egyenlet ugyanakkor nem veszi figyelembe az axialisan
koordinalddé donoratomok hozzajarulasat, a kelateffektust, illetve maganak a
ligandumnak a kromofér csoportjait. Peptidek esetén a koordinalt nitrogénatomok
szama jellemzd abszorpcidos maximum értékeket eredményez, amelynek adatai
kiegészitve a molaris abszorbancia értékekkel az elsd tablazatban talalhatoak meg.

1. tablazat A réz(II)-komplexek abszorpciés maximumanak és molaris
abszorbancijanak fiiggése a koordinalt nitrogénatomok szamatol®,
Koordinalt Abszorpciés maximum Molaris abszorbancia

nitrogénatomok szima Amax (NM) ¢ (Mtcm™)

1 680-730 30-60

2 620-670 40-120

3 540-590 100-150

4 500-530 120-200

Az oktaéderes elrendez6désii nikkel(l1)-komplexekben harom Kkis intenzitasu
atmenet valosul meg, ezek novekvd energia szerint:  3Agg(F)>3To4(F),
3A2g(F)>3T1g(F) és *Axg(F)>3T14(P). Ennek megfelelen az abszorpcids spektrumban
harom sav jelenik meg, illetve gyakran megfigyelhetd egy vall az *Axg(F)>3T14(F)
atmeneten, amely egy kis intenzitdsu spintiltott atmenet kovetkezménye. Az ilyen
tipust nagy spinszamu komplexek altalaban gyenge ter(i ligandumokkal képzddnek.
Er6s terd, illetve kelléen alacsony szimmetriaji donoratomokkal siknégyzetes, Kis
spinszamu nikkel(Il)-komplexek képzddnek, amelynek oka, hogy ilyen ligandumtér
esetén a d palyak olyan mértékben felhasadnak, ami az elektronok parosodasat
eredményezi a kisebb energiaju d palyakon és a legnagyobb energiaju dy?-,? palya iires
marad. Ezen komplexek intenzitasa lényegesen nagyobb az oktaéderes
komplexekéhez képest ( € ~ 50-500 M~tcm™?) és abszorpciés maximuma 400-500 nm
kornyékén jelentkezik.

A komplexképzodés d palyakra kifejtett felhasadasa szamottevobb a masodik
atmenetifémsor esetén, igy a palladium(II)-komplexek kevés kivételtdl eltekintve
siknégyzetes, diamagneses karakterti komplexek. Ennek megfeleléen abszorpcios
spektrumuk hasonld a siknégyezetes nikkel(Il)-komplexek spektrumahoz, nagy
intenzitasu sav jelenik meg 300-500 nm abszorpcidés maximummal. Ezen abszorpcios
maximum értéke gyakran eltolodhat az UV tartomanyba, atfedve a ligandum
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savjaival, ami a palladium(Il)-komplexek spektrumainak nehéz kiértékelését vonja
maga utan.

Az UV-lathat6 spektrumokat nikkel(Il)-, réz(I)- és palladium(IT)ionok esetén a 250-
800 nm hullamhossz tartoméanyban rogzitettiik Perkin Elmer Lambda 25 tipust
kétsugaras fotométer segitségével. A mintdk koncentracidja megegyezett az
oldategyensulyi vizsgalatok soran alkalmazott ligandum koncentraciéval, a fémion-
ligandum aranyat pedig 1:2 és 2:1 kdzott valtoztattuk. A spektrumokat kiilonboz6 pH
értékeken rogzitettiik, a pH allitasa az 1,000 cm uthosszasagu kvarckiivettaban tortént.
Az adatok feldolgozésa a gyarto altal mellékelt szoftver segitségével, illetve MS Excel
tablazatkezeld programmal tortént.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

Az optikailag aktiv anyagok kdlcsonhatasa a sikban polarizalt fény balra, illetve
jobbra cirkularisan polarizalt komponensével eltéré mértékli, ezaltal a kilépd
fénysugar elliptikusan polarizalttd valik. A cirkularis dikroizmus igy a sikban
polarizalt fény két Osszetevéjének abszorpcidja, amely a teljes abszorpcionak kb. 1
%-at teszi ki. A hulldmhossz fliggvényében abrazolva az abszorpcio kiillonbséget vagy
az ebb0l szarmaztathatd molaris abszorpcios kiilonbséget (As = €hal — €jobb), kapjuk a
cirkularis dikroizmus spektrumot (CD). A CD spektrumok altalaban t6bb informaciot
hordoznak magukban az UV-lathaté spektrumokhoz képest. Ennek oka, hogy az
elektronatmentek viszonylag keskeny savokkal jelentkeznek, atfedésiik ritkan fordul
elo, illetve az atmenet eldjele is szerkezeti informaciokat hordoz magaban.

Egy fémkomplex optikai aktivitasat két tényezd okozhatja. Egyik, hogy maga a
ligandum is rendelkezik aszimmetria centrummal, a masik, hogy ez az aszimmetria
centrum a ligandum fémionhoz val6d koordinacidjanak hatdsara alakul ki. Egyszerii
peptidek fémionokkal (jellemzden réz(11), nikkel(II), ritkabban palladium(II)) alkotott
komplexeinek CD spektroszkopias vizsgalataval szamos kutatocsoport foglalkozott,
igy a legfontosabb altalanos kévetkeztetések elérhetéek az irodalomban®3% . Ennek
megfeleléen megadhatd az XYZ tripeptidek fémkomplexeinek, adott hullamhosszon
szamithaté Cotton-effektusa®:

Ae = AefCC + AefYE + AefCZ (3.5.1)

A glicin (G) aminosav, amely optikailag nem aktiv, a Cotton-effektus kialakulasahoz
nem jarul hozza. Ugyanakkor az optikailag aktiv csoportok a peptidvaz kiilonbozo
pozicidiban kiilonb6zd hozzajarulasuak a Cotton-effektushoz az Asf*¢ > AefoX >

XGa

Agy ""sorrendben. Ennek oka, hogy a donorcsoportok kiilonbozé mértékben
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tovabbitjak a kiralis informacidt a fémionhoz (kisérleti tapasztalok alapjan a hatas az
NH; < COO™ < N~ sorrendben nog).

A CD spektroszkopias vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Szerves Kémia Tanszékén
végeztik JASCO-810 tipusu spektrométeren. A mintak koncentracidja, illetve
fémion-ligandum ardnya megegyezett a pH-potenciometria soran alkalmazottakkal.
A pH fiiggdé CD spektrumokat szobahémérsékleten, 0,100 cm és 1,000 cm uthossza
kiivettakban vettiik fel 220 — 800 nm hulldmhossztartomanyban. Az adatsor
kiértékelése a gyarto altal mellékelt szoftveren, illetve MS Excel segitségével tortént.

3.6. NMR spektroszkdpia

A mag magneses rezonancia spektroszképiat a szabad ligandumok, illetve
diamagneses fémiont tartalmazo rendszerek esetén alkalmaztunk. Igy lehetdségiink
nyilt a cink(I)-, kadmium(ll)-, palladium(II)- és a d-palyak nagymértékii felhasadasa
kovetkeztében a diamagneses nikkel(Il)-komplexekrél is szerkezeti informaciot
nyerni.

Az NMR spektrumokbdl kinyerhetd elsédleges informaciok a kémiai eltolodas, a
jelek intenzitasa, a jelek finomszerkezete, illetve a dinamikai jelenségek. Ezek
mindegyikének megvaltozasa utalhat a fémionhoz toérténd koordinaciora.

A ligandumok, illetve a képz8d8 komplexek vizsgalata soran *H és egy kadmium(II)-
rendszer esetén *Cd 1D spektrumokat, illetve difftizi6 NMR (DOSY) és kiilonbozd
2D spektrumokat (COSY, TOCSY) is rogzitettiink, egyes esetekben ezeket a
modszereket kombinaltuk vizelnyomasos technikakkal.

A felhasznalt NMR technikak rovid jellemzése:

COSY (COrrelation SpectroscopY): talan az egyik leggyakrabban alkalmazott
homonuklearis 2D technika, melyben az egymassal geminalis (2Jun) és vicinalis (3Jnn)
skalaris csatolasban 1évé protonok kozotti korrelaciot detektalhatjuk™®®,

TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY): hasonlé homonukleris 2D technika, mint
a fent leirt COSY, de a geminalis és vicinalis csatolasok mellett lehetségiink van a
“Jun és egyes esetekben az Sy skaldris csatolasokat is detektalni.

DOSY (Diffusion-Ordered NMR SpectroscopY): Diffizi6 NMR segitségével az
NMR aktiv magot tartalmazd molekuldk Brown-mozgasat mérhetjiik. A kisérlet soran
az NMR csé z-tengelye mentén szelektiv fazisjelolést hozunk létre egy 90°-0s
impulzus segitségével, amelyet egy ujabb 90°-os impulzussal longitudinalis
informaciéva kodolunk. A diffazid id6 alatt bekdvetkezd longitudinalis relaxaciot
gyorsitja a diffuzié a z-irany magnesezettségek kicserélddése altal. Egy tijabb 90°-
os impulzus faziskddolt transzverzalis magnesezettséget hoz 1étre, amelyet egy
gradiens impulzussal megsziintetiink és a 1étrejovo spin-echot detektaljuk. A jel

intenzitasanak valtozasat leiro egyenlet'™®:
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2T TM

_ 1ze B B (ot
I =1,/2e \T2 Ti’e

(3.6.1)
ahol D: diffuziés egyiitthatd; o: gradiens impulzushossz; y: giromagneses hanyados;
A: diffizi6 1d6; G: a gradiens nagysaga; 1: az az idétartam, amely alatt a transzverzalis
relaxécio lezajlik; Tm: az az id6tartam, amely alatt a longitudinalis relaxécio folyik.
A diffazios allando ismeretében meghatarozhat6 egy adott részecske hidrodinamikai
sugara (Rwy) a Stokes-Einstein 9sszefliggés alapjan:

kgT
RH = L
6mnD

(3.6.2)

ahol Ry : hidrodinamikai sugar, ks : Boltzmann-allando, T: hémérséklet (K), n: kozeg
viszkozitasa, D: diffuzids egyiitthato.
Az NMR vizsgalatokat Bruker AM 360 MHz FT-NMR, illetve Bruker Avance 400
MHz FT-NMR késziiléken végeztiik, a kiértékelés soran pedig a TopSpin 3.2 és
MestreNova 8.1 szoftvereket hasznaltuk. A DOSY mérések soran kapott adatok
illesztése az OriginPro 9.0 szoftver segitségével tortént.
'H NMR vizsgalatok soran belsé standardként trimetilszilil-propansavat (TSP)
hasznaltunk, amelyre drsp = 0 ppm. A 13Cd NMR mérések esetén deuteralt DMSO-t
alkalmaztunk. 0.1 M koncentracioji Cd(NOs), DMSO oldatat alkalmaztuk kiilsé
standardnek. Az akvizicios paraméterek az alabbiak voltak: impulzushossz: 15 us
(60°), varakozasi id6 (pulse repetition time) 20 s, a spektrum szélessége: 42 kHz,
akvizicios adatpontok szdma: 65 356, teljes scan szam 16 000.
A COSY, TOCSY, illetve DOSY mérések soran minden esetben meghataroztuk a
90°-hoz tartozd impulzus hosszat. Diffuzid6 NMR mérésekor a Bruker altal elérhetd
standard impulzusszekvenciat alkalmaztuk'®. A kisérletek soran konstans diffiizio
id6t (A = 50-80 ms) és 2 ms gradiens impulzushosszt (5) alkalmaztunk. A kiadott
gradiens impulzuserdsségét (G) 32 1épésben valtoztattuk 0-rol kb. 50 Gauss-cm™!
értékig. A diffuzios konstanst a (3.6.1) egyenletnek megfeleléen nemlinedris
legkisebb négyzetek modszerével hatdroztuk meg.
A mintak Osszeallitasanal 99,8 %-os tisztasagi deutérium-oxidot (ISOTEC Inc.)
hasznaltunk, vizes oldatok esetében pedig deutérium-oxidot tartalmazoé kapillarist. A
ligandum koncentracigjat 3 mM ¢és 10 mM kozott valtoztattuk kiilonbozo
fémion:ligandum aranyok mellett. A cink(Il)- és nikkel(I)ionokat tartalmaz6 mintak
pH allitasat NaOD és DCI hozzaadasaval, mig palladium(II)- és kadmium(II)ionok
esetén NaOD és DNOs segitségével végeztiik. A pH mérés hordozhatdo Metrohm pH-
mérd és Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrod segitségével tortént, a D,O
oldatokban mért pH* értékét a Gross-Butle-Purlée egyenlet alkalmazasaval
konvertaltuk pD skalava az alabbi egyenletnek megfelelden®l163:

pD = pH* + 0,44 (3.6.3)

31



A tiolatcsoport hatasa oldallancban egyéb donorcsoportot tartalmazo
peptidek komplexképzd sajatsagaira

3.7. ESR spektroszkopia

Paramagneses fémionok, illetve parositatlan elektront tartalmazd molekuldk
vizsgalatara az elektron-spin rezonancia (ESR) spektroszkopia széles korben elterjedt
szerkezetvizsgalati modszer. Hasonldan az NMR spektroszkopidhoz, ESR esetén is a
mintat erés magneses tér jelenlétében vizsgaljuk, ugyanakkor az anyag-fény
kolcsonhatasbol eredé abszorpcié az NMR-t6l eltéréen nem a magspinek, hanem az
elektronspinek kovetkezménye. Az ESR segitségével mérhetd paramétereck
fagyasztott mintak, vagy szilard mintak esetén anizotropok, igy megkiilonboztetjiik a
spektrum parhuzamos és merdleges tartomanyat. Ez az anizotropia egykristalyok
rogzitett tengely koriili forgatdsakor jol nyomon kovethetd.

A spektrumokbdl nyerheté elsédleges informaci6 a g értéke, illetve a
hiperfinomcsatolasi-alland6 (A):

=gl .ﬂ (3.7.1)
91 = 9o H, -/
_ g1 Up - q
A N="— 3.7.2
ilem™] n-c ( )

ahol: go kiils6 standard értéke, Ho és H; a standardban és a mintaban mért magneses
térer6 értéke [Gauss], a; csatolasi allandé [Gauss], ¢ a fénysebesség, h pedig a Planck-
allando.

Ezen értékeket Osszehasonlitva ismert rendszerek paramétereivel, informaciot
nyerhetiink a koordinal6do donoratomok szamarol és mindségérdl. Abban az esetben,
ha a magneses donoratomok (mint a nitrogén) 1épnek kdlcsonhatasba a parositatlan
elektronokkal, a rezonanciajelek tovabbi felhasaddsara van IehetOség, ezt
szuperhiperfinom-koélcsonhatasnak nevezziik, amely kolcsonhatas lehet6séget ad a
kiilonb6z6 poziciokban koordinalodé magneses donoratomok megkiilonboztetésére.

Az ESR spektrumokat az Istituto CNR di Chimica Biomolecolare (Sassari,
Olaszorszag) intézményben, Dr. Daniele Sanna és Dr. Eugenio Garribba (University
of Sassari, Sassari, Olaszorszag) segitségével rogzitettilk. A mérések soran egy HP
53150A mikrohullamu frekvenciaszamlaloval felszerelt Bruker EMX spektrométert
hasznaltunk, a spektrumokat 120 K homérsékleten etilén-glikol hozzaadasa utan,
illetve szobah6mérsékleten is regisztraltuk. A mintdkban a ®*Cu(1l) koncentracidja 1
mM, illetve 3 mM volt, a fémion:ligandum arany pedig 1:1. A #3Cu(ll)-oldatot szilard
83CuS04 (JV Isoflex, Moszkva, Oroszorszag) vizben torténd oldasaval készitettiik el.

3.8. ESI-TOF-MS tomegspektrometria

A pH-potentiometria segitségével a képzddd komplexek sztochiometrigja, illetve
stabilitasi allanddja megadhato, ugyanakkor a dimer és polimer szerkezetii komplexek
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megjelenésérdl nem ad informdaciot. Ekkor joO modszer a tdmegspektrometria,
melyben a jelek tomeg/toltés (m/z) értéke pontosan megadja egy adott komplex
molekulatomegét. Mind az eléallitott ligandumok, mind a fémkomplexek esetén
végeztiink tomegspektrometrias vizsgalatokat. A vizes oldatokat elektroporlasztasos
ionizacio segitségével alakitottdk gaz halmazallapotiuva, a képzddd részecskék lagy
ionizacion mentek keresztiil, kismértékii fragmentaciot eredményezve ezaltal. A jelek
hozzarendelése tomeg/toltés értékitk alapjan, illetve a szamolt és mért
izotopeloszlassal torténd egybevetés alapjan tortént.

Az ESI-TOF méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékének
munkatarsai végezték, Bruker micrOTOF-Q 9 ESI-TOF késziiléken. Az adatgylijtés
a BioTOF v. 2.2., az adatfeldolgozas az XmassBioTOF v. 6.0.0. szoftverrel tortént. A
ligandumok tomegspektrumait pozitiv modban, mig a komplexekét toltéstol fliggden
pozitiv vagy negativ modban rogzitették.

3.9. DFT szamitasok

Az utobbi 30 év talan egyik legdinamikusabban fejlodé kvantumkémiai modszere a
stiriségfunkcional-elmélet (DFT), amely nagy népszeriiségnek orvend viszonylag
csekély szamitasi igénye miatt iS. A modszer alapmennyisége az elektronsiiriség. A
Hohenberg-Kohn elmélet'®* alapjan egy funkcional minimalizalasaval a rendszer
teljes energiaja (E) és N elektron- vagy toltéssiiriisége (p) egy kiils6 potencial (v,yt)
jelenlétében megadhaté az alabbi egyenlettel:

Elp] = Flp] + f Vere (Mp(F)dr (39.1)

A Kohn-Sham elmélet'®® szerint a toltéssiirtiség kifejezheté N ortonormalt palya
fliggvényeként:

2
p) = ) [ty (@) (3.9.2)
P
amelyben az n,, bet6ltottség 0 vagy 1 és az dltalanos (v,x.-tol fliggetlen) funkcional:
1
F[p] =—-3 np<lpplvzllpp) + EH[p] + Exc[p] (393)
P
amelyben a Hartree, vagy klasszikus Coulomb energia megadhato
1 r r
Eylp] = = j f ParP(s) b (3.9.4)
2 T12

alakban.
Az E,.[p] pedig a kicserélddési-korrelacios energia funkcional. Az energia
minimalasa megadja a Kohn-Sham egyenletet:

hslpl, (1) = ey, (r) (3.9.5)
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ahol az egy-részecske Hamilton-operatora:

Blol = =37 4 v ) + walp)(0) + vl (396)

Itt a Hartree-energia:

SEylp] _ [ p(r2)
= = d 3.9.7
vylp](ry) Sp(ry) f 1o T ( )
és az xc-energia:
S Exc[p]
Vyelp](r) = 3.9.8
Mivel az xc funkcional egzakt formajat nem ismerjiik, a gyakorlatban csak kozelitjiik,

amely utan az egyenlet 6n-konzisztens modon megoldhat4©®.

A DFT szamitasok soran minden egyes komplex szerkezetét teljes
geometriaoptimalassal hataroztuk meg, amelyet frekvencia analizis kovetett. B3LYP
187 hibrid kicserélddési-korrelacios funkcionalt alkalmaztunk, a bazisfiggvény pedig
palladium(IT) és kadmium(Il) esetén LANL2DZ®® dupla-{, mig nikkel(IT), réz(II) és
a nemfémes elemeknél a Pople-féle polarizacios fiiggvényekkel kiegészitett tripla-C
tipust 6-311g(d) baziskészlet volt®®. A szamitasok soran a fent leirt elméleti szinten
meghataroztuk a gazfazisu komplexek szerkezetét, majd az olddszerhatést is
figyelembe véve a PCM modell*’®1"! segitségével Gjraoptimaltuk a komplexek
geometrigjat, amelyet ismételt frekvenciaanalizis kovetett. A PCM modell
alkalmazasa soran a molekulat egy dielektromos allandoval ellatott polarizalhato
kozeggel (jelen esetben viz, & = 78,3553) vessziik kortil.

TD-DFTY? segitségével meghataroztuk az egyes palladium(ll)-komplexek ECD
spektrumat. A szamolasok soran a Handy és munkatarsai altal kidolgozott
tavolsagszeparalt CAM-B3LYP!" funkcionalt, illetve a hibrid BH&HLYP"
funkcionalt alkalmaztunk a fent leirt baziskészlet felhasznalasaval, oldoszermodell
figyelembevételével. Az ECD spektrumok generdlasa az elektronatmenetek

ismeretében a Multiwfn’®

szoftver segitségével tortént, ahol az atmeneteket
reprezentald Gauss gorbék félértékszélességét 0,6 eV-nak definialtuk a kovetkezo
egyenlet felhasznalasaval:
2AE

Ae(E) = (m 10739 na) - Rexp{—[2(E — AE)/c]?*} (3.9.9)
ahol AE az elektronatmenet energiaja, o pedig a Gauss gorbe félértékszélessége (0,6
eV).
A nikkel(IT)ionok egyszerti peptidekkel alkotott komplexeinek elméleti vizsgalata,
illetve modszerjavaslat UV-vis spektrumok szamolasara az értekezés részét képezi,
igy az ott felhasznalt funkcionalokat €s baziskészleteket a 4.1. alfejezetben

részletezzik.
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9 176

A DFT szédmolésok soran Gaussian 0 szoftvert hasznaltunk, amely elérhetd a

Nemzeti Informacios Infrastruktura Fejlesztési Program szuperszamitogépein.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Kistagszamu peptidek nikkel(II)ionokkal alkotott komplexeik szerkezeti
jellemzdinek elméleti vizsgalata

A strtiségfunkcional-elmélet (DFT) ma mar széles korben alkalmazott elméleti
kémiai technika kiilonb6z6 fémiont és ligandumot tartalmazo rendszerek vizsgalata
soran. Az ebben a t¢émaban fémion-peptid kdlcsonhatasokkal foglalkozd cikkek szama
viszonylag csekély, igy munkank elsé felében kiilonbozo, egyszerii peptidek
nikkel(II)ionokkal alkotott komplexeit kivantuk DFT segitségével részletesen
tanulmanyozni, illetve TD-DFT segitségével szamolni az adott komplexek UV-
lathato spektrumat amiatt, hogy megismerjiik és javaslatot tegyiink arra, hogy milyen
funkcionalok alkalmazasa mellett kapjuk a legjobb egyezést a mért és szamolt
spektrumokkal. Ehhez tehat olyan rendszerek kivalasztasa indokolt, amely mind
oldategyensulyi, mind pedig spektroszkopiai aspektusbol mar széleskoriien
jellemzett. Ezek alapjan négy egyszert oligopeptid (glicil-glicil-glicin (GGG), glicil-
glicil-glicil-glicin (GGGG), glicil-glicil-hisztidin (GGH) ¢és glicil-glicil-cisztein
(GGC)) nikkel(Il)ionokkal alkotott siknégyzetes elrendezddésii komplexeinek
geometriaoptimalasat végeztiikk el mind gdz, mind pedig oldatfazisban (viz) PCM
oldoszermodell alkalmazésa mellett.

Az irodalombol mar ismertek ezen ligandumok nikkel(1l)-komplexeinek stabilitasi
allandoi, amelyet a 2. tablazat foglal dssze.

2. tablazat A vizsgalt ligandumok nikkel(IT)ionokkal képzett komplexeinek
stabilitasi allandoi (10gBpqgr).

Részecske GGG’ GGGG!"® GGH!"® GGC*
[ML]* 3,75 3,65 4,76 -
[ML2] 6,77 6,55 - -

[MLH]* - - 11,33 13,67
[MLH 4] 5,45 —4,45 - -
[MLH 2] ~12,85 ~12,65 -6,93 5,36

[MLH_s]* - —20,90 - -

A 2. tablazat adataibol lathato, hogy a komplexképz6dés a csak glicint tartalmazo
oligopeptidek esetén kiilonb6zik a harmadik helyen hisztidint vagy ciszteint
tartalmazo peptidekétél. Ennek oka, hogy mig a GGG ¢és GGGG esetén az
amidnitrogének deprotonalodasa 1épcsézetes ¢és megjelennek a kozbensd
amidnitrogén koordinalt komplexek is (MLH_1, vagy MLH_»), addig a GGC és GGH
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7. abra A Ni(ll):GGGG (A) ¢és
Ni(l11):GGC (B) 1:1 aranyG rendszer
komplexeloszlasa a pH fliggvényében.
c.=3mM

ligandumokndl az  amidnitrogén
koordinacio
kooperativ modon jatszodik le. Ez a
trend az eloszlasi gorbéken is jol
lathato, amelyet a 7. abra mutat be.
Mi a lugos pH tartomanyban képz6do
siknégyezetes, telitett koordinacios
szféraju komplexekre fokuszaltunk és
ezek UV-lathaté spektrumait
rogzitettiik. Ezen spektrumokat a 8.
abra tartalmazza. A spektrumokbol

jol lathaté a 400 nm kornyékén

deprotonalodas  és

jelentkezd nagy intenzitast elnyelési

sav, amely a  siknégyzetes
nikkel(II)komplexekre jellemzo.
Ugyanakkor a koordinalodo

donorcsoportok mindsége jelentosen

befolyasolja az elnyelési sav

maximumanak a helyét, illetve tobb
esetben egy masik, kisebb intenzitasu

sav is vallként raépiil a spektrumokra. Igy példaul a nikkel(I):GGC MLH-,
komplexében a 427 nm-nél megjelend nagy intenzitasu atmenet mellett 531 nm-nél

egy kisebb molaris abszorbanciaji sav is megjelenik, amely egyértelmiien mutatja a
tiolatcsoport jelenlétét a koordinacids szféraban. A vizsgalt komplexek abszorpcios
maximumainak helyét a 3. tabldzat foglalja Ossze, kiegészitve a koordinalo

donorcsoportokkal.

Ezen komplexek geometriaoptimalasat végeztilk el hét kiilonb6z6 funkcional

alkalmazasaval. Ezek a
B3LYP®’ B3Pg6'e°
nemlokalis vagy gradienssel
korrigdlt  funkcionalok, a
CAM-B3LYP!,  PBEOQ™!,
MO06'82, HSE06 tavolsag-

és

szeparalt korrelacios
funkcionalok, illetve a
BHandHLYP'*  half-and-

half” tipusu funkcional volt.
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250 350 450 550 MNM) 650
8. abra Lugos pH-n rogzitett nikkel(Il)-
komplexek abszorpcios spektrumai.
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3. tablazat A nikkel(I1)-peptid komplexek abszorpcidés maximumanak értékei.

Komplex Koordinal6d6 donoratomok Amax
Ni(11):GGG MLH., NH2,N—,N—,COO~ 433
Ni(11):GGGG MLH 3 NH2,N—,N—, N~ 411 (487)
Ni(11):GGH MLH., NH2,N7,N~, Nim 425 (307)
Ni(11):GGC MLH., NH2,N—,N—, S~ 427 (527)

Az optimalas sordn def2-TZVP84 baziskészletet alkalmaztunk. Altaldnosan
elmondhatd, hogy a kiilonb6z6 funkcionalok alkalmazésa nincs jelent6s hatdssal egy
adott komplex kotéshossz, illetve kotésszog értékére és a Ni(l1):GGGG rendszerben
jo egyezést kaptunk az egykristaly-diffrakciobol szarmazo eredményekkel is (4.
tabazat). Ez az egyezés ugyanakkor bizonyos fenntartassal kezelhetd, a két technika
jelentés kiilonbozosége miatt.

4. tablazat A Ni(ll):GGGG MLH_3; komplexének kotéstavolsag és kotésszog
értékei.

Funkcional Kotéstavolsag (pm) Kotésszog (°)
Ni(ID-  Ni(1)-  Ni(I)-  Ni(ll)- NH.- Ni- N2-
NH> N1 N2 N\EY Ni(ID-  Ni(ID-  Ni(lD)-
N1 \P} N3
B3LYP 196 185 184 190 85,4 85,3 85,7
B3P86 193 183 182 188 85,8 85,5 85,8
CAM-
B3LYP 194 184 182 189 85,6 85,3 85,7
MO06 195 184 183 189 85,9 85,2 85,8
PBEO 193 183 182 187 86,0 85,4 85,9
HSEOQ6 193 184 182 189 86,0 85,4 86,0

BHandHLYP 194 185 184 191 85,3 85,0 85,5
Kisérleti 185 193 184 183 187 85,8 84,5 86,8

Amiatt, hogy elkiilonithessiik, az egyes funkcionalok okozta, a geometriaoptimalas
soran jelentkezé kismértékii kiilonbségeket a B3P86/Def2-TZVP elméleti szinten
szamolt szerkezeteket hasznaltuk fel az UV-lathato spektrumok szamolasa soran.
Ennek oka, hogy a B3P86 funkcionalt az irodalomban széles korlien alkalmazzak az
elsé atmenetifémsor komplexeinek geometriaoptimalasara’®. Kiegészitve a def2-
TZVP baziskészlettel, egy geometriaoptimalasra jol alkalmazhatd, robosztus modszer
allhat rendelkezésiinkre. Ennek ,,ara” ugyanakkor az, hogy a tripla-C tipusa
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polarizacidés baziskészlet jelentésen noveli a szadmitasi igényt, egy klasszikus
polarizacios fiiggvénnyel kiegészitett dupla-{ baziskészlethez képest.
TD-DFT segitségével dsszesen Kilenc funkcionallal (B3LYP, B3P86, CAM-B3LYP,
MO06, M06-2X'% BHandHLYP, HSE06, PBEO, mPWI1PW91'%) &5 két
baziskészlettel (LANL2DZ és Def2-TZVP) szamitottuk az egyes komplexek UV-
lathatd spektrumat. Az egyes funkcionalokkal és a két baziskészlettel kapott
abszorpcidos maximumok értékeit az 5. és 6. tablazat tartalmazza, kiegészitve a
kisérleti spektrumbol szarmazokkal, illetve az eltérést jellemzo relativ hibaval, amely
a4.1.1. egyenlet alapjan adhatd meg.

Relativ hiba = 2mért ~Aszimott (4.1.1)

Aszémolt

5. tablazat A vizsgalt nikkel(IT)-komplexek kiilonb6zé funkcionalokkal szamolt
abszorpcids spektrumanak maximumai def2-TZVP baziskészlet alkalmazasa
mellett.

Baziskészlet def2-TZVP
Komplex Funkciondl =~ Amax  Relativ hiba Amax (vall) Relativ hiba
B3LYP 414 3,5 519 15
B3P86 417 2,8 525 0,4
CAM-
B3LYP 416 3,0 525 0,4
_ HSE06 431 -0,5 541 -2,7
Ni(I):GGC  pggg 432 0,7 542 2.8
MLH- mPW1PW91 429 0,0 539 -2,3
BHandHLYP 491 -14,5 662 -25,6
MO06 493 -14,9 613 -16,3
M06-2X 594 -38,5 600 -13,9
Kisérleti 429 527
B3LYP 409 55
B3P86 413 4.6
CAM-
B3LYP 413 4.6
HSE06 427 1.4
Ni(IN:GGG  pggg 428 1,2
MLH-;
mPW1PW91 424 2,1
BHandHLYP 484 -11,8
MO06 495 -14,3
MO06-2X 592 -36,7
Kisérleti 433
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B3LYP 382 7.1 498 2.2
B3P86 385 6.3 492 1,0
CAM-
B3LYP 385 6,3 477 2.1
HSE06 397 3,4 498 2,2
Ni(I):GGGG  ppgg 398 3,2 488 0,2
MLH-, mPW1PW91 396 3,6 489 0,4
BHandHLYP 450 95 586 7,6
MO06 455 10,7 581 1933
MO06-2X 538 -30,9
Kisérleti 411 487
B3LYP 409 38 522
B3P86 413 2.8 529
CAM-
B3LYP 414 2,6 533
HSE06 428 0,7 545
Ni(l):GGH  pggg 428 0,7 546
MLH_,
mPWI1PWOL 426 0,2 543
BHandHLYP 489 15,1 672
MO06 496 16,7 608
MO06-2X 593 395 803
Kisérleti 425

6. tablazat A vizsgalt nikkel(IT)-komplexek kiilonb6zé funkcionalokkal szdmolt
abszorpcios spektruméanak maximumai LANL2DZ  baziskészlet alkalmazasa
mellett.

Béziskészlet LANL2DZ
Komplex Funkcional Amax Relativ hiba Amax (vall) Relativ hiba
B3LYP 392 8,6 502 4,7
B3P86 399 7,0 512 2,8
CAM-B3LYP 395 7,9 520 1,3
HSEO06 417 2,8 537 -1,9
Ni(11):GGC  PBEO 416 3,0 537 -1,9
MLH-—>  mpwiPwol 411 4,2 532 -0,9
BHandHLYP 466 -8,6 646 22,6
MO06 522 21,7 633 -20,1
MO06-2X 671 -27,3

Kisérleti 429 527
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B3LYP 387 10,6
B3P86 396 8,5
CAM-B3LYP 391 9,7 520
HSEO06 415 4,2 535
Ni(11):GGG PBEO 414 4,4
MLH->  mpwiPwol 407 6,0 530
BHandHLYP 461 -6,5
MO06 526 -21,5
MO06-2X 711 -64,2
Kisérleti 433
B3LYP 363 11,7 481 12
B3P86 397 3,4 455 6,6
CAM-B3LYP 367 10,7 471 33
HSE06 386 6,1 492 -1,0
Ni(11):GGGG PBEQ 385 6,3 507 -4,1
MLH-3  mpwi1Pwol 381 7.3 492 -1,0
BHandHLYP 432 5,1
MO06 484 -17,8 611 -25,5
MO06-2X 614 -49,4
Kisérleti 411 487
B3LYP 389 8,5 504
B3P86 397 6,6 510
CAM-B3LYP 393 75 526
HSEO06 416 2,1 541
Ni(I1):GGH PBEO 415 2,4 542
MLH->  mpwiPwol 410 35 537
BHandHLYP 468 -10,1 669
MO06 539 -26,8
MO06-2X 682 -60,5
Kisérleti 425

Az 5. és 6. tablazat alapjan az alabbi megallapitasokat tehetjiik:

(i) A vizsgalt funkcionalok harom csoportba sorolhatok annak megfeleléen, hogy
milyen relativ hibaval jellemzik a 400 nm kornyékén jelentkez6 d-d atmenetet. Ennek
megfelelden a B3LYP, B3P86 ¢s CAM-B3LYP funkcionalok jol kozelitik a kisérleti
spektrum abszorpciés maximumanak megfeleld hullamhossz értéket, mig a
BHandHLYP, M06 és M06-2X funcionalok esetén jelentds mértékl (altalaban 10%
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feletti) kék eltolddast tapasztalunk a szdmitott spektrumokban, igy ezek kevésbé jol
alkalmazhatoak a vizsgalt rendszerekben. Egy harmadik csoportot a HSE06, PBEO és
mPW1PWO91 funkcionalok adnak, amelyek igen jo egyezésben, 1-2%-os relativ
hibaval szamitjdk az abszorpciés maximum helyét def2-TZVP baziskészlet
akalmazasa mellett. Ennek oka lehet, hogy a harom funkcional nagy hasonlosagot
mutat egymassal, illetve a PBEO és mPWI1PWO91 funkcionalok mindegyike 25%
Hartree-Fock kicseré¢lddési tagot tartalmaznak.

(i) A LANL2DZ baziskészlet alkalmazasa habar jelentdsen csokkentette a szamitasi
id6t, az egyes atmenetekhez tartozé relativ hibak értékei nagyobbnak adodtak.
Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy példaul a Ni(ll):GGC MLH_, komplexe
esetén a kisebb intenzitasu 527 nm-nél jelentkezo kisebb oszcillatorerdsségli atmenet
a CAM-B3LYP, HSE06, PBEO és mPW1PW091 funkcionalokkal egyarant jobb relativ
hibaval volt szamithato.

(i) Erdekes tény, hogy az irodalomban az M06 funkcionalt 4ltaliban egy kozbensd
funkcionalnak tekintik abbol a szempontbol, hogy a szamolt abszorpciés maximum
helye a B3 funkcionalcsalad, illetve a PBEO tipust funkcionalok altal szamitott
értékek kozé esik. Mi ezt a szamitasaink soran nem tapasztaltuk, ugyanakkor az
egyértelmiien kijelenthetd, hogy a 20-30% Hartree-Fock kicserélédést tartalmazo
funkciondlok képesek a legjobb relativ hibaval szamitani az UV-lathato
spektrumokat. Ez jol megfelel az irodalomban is leirt tapasztalatoknak.

Egy reprezentativ példa a
g ' ; —Mos 9.g ’ ;];ra amerl)y a
9 /| —BHandHLYP ) '
E 0,8 i —_B3LYP nikkel(11):GGC rendszer
5 : [ —B3P86 MLH_,  komplexének
N
2 06 | _camBsLye mért  és  szamolt
] .
= 04 —HSE06 spektrumait tartalmazza
g —mPWI1PWA1 def2-TZVP baziskészlet
s ; —PI?EP , alkalmazasa mellett. Jol
E 02 |/ ---Kisérleti .
2 ~ lathatd a kisérleti és
0 szamitott spektrumok jo
350 500 650 800 Mnm) egyezése az MO6 és
9. abra A Ni(I1):GGC MLH—; komplexének szamitott | BHandHLYP  funkci-
(folytonos vonalak) spektrumai és mért (szaggatott onalok kivételével. Ezen
vonal) spektruma.

tulmenden a korabban
emlitett 530 nm-nél jelentkezd vall a kisérleti spektrumban is jol értelmezhetd,
ugyanis ott egy kisebb oszcillatorerésségli atmenet valosul meg, amelyet a szamitott
spektrumok egyértelmiilen mutatnak. Az abra az M06-2X funcionallal szamolt
spektrumot nem tartalmazza, annak nagy, kb. 40%-os relativ hibaja miatt. Mivel az
MPW1PW91 funkcionallal tudtuk a legpontosabban kozeliteni a kisérleti
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spektrumokat, elvégeztiik a komplexek lathatd tartomanyban jelentkez6 atmeneteinek
analizisét. Ezek eredményeit a 7. tablazat foglalja ossze, kiegészitve a 10. abraval,
amely a Ni(l1):GGC MLH_; komplexében az elektronsiiriiség eloszlasat személeteti
az egyes molekulapalyakon.

7. tablazat A lathato tartomanyban jelentkezd atmenetek oszcillatorerdssége és az
atmenetet jellemz6é molekulapalyak hozzajarulasa.

Atmenethez
tartozo Oszcillatorerésség Molekulapalya
Komplex: | l4mhossz ) hozzéjérulésa
(7\«calc)
598 0,0001 HOMO->LUMO (71%)
539 0,0003 H-1->LUMO (57%)
Ni(l):GGC 531 0,0001 H-2->LUMO (55%)
MLH_, H-3->LUMO(34%)
429 0,0029 H-12->LUMO (43%)
H-10->LUMO (22%)
546 0,0001 HOMO->LUMO (54%)
H-1>LUMO (25%)
Ni(1):GGG 512 0,0001 H-1->LUMO (40%)
MLH_, H-2->LUMO (25%)
511 0,0001 H-2->LUMO (75%)
425 0,0041 H-7=>LUMO (44%)
517 0,0001 HOMO->LUMO (72%)
Ni(I):GGGG 475 0,0001 H-1->LUMO (65%)
MLH_; 468 0,0002 H-2->LUMO (93%)
396 0,0024 H-11->LUMO (50%)
543 0,0001 HOMO->LUMO (30%)
H-1->LUMO (29%)
H-9->LUMO (26%)
Ni(I1):GGH 539 0,0002 H-1->LUMO (31%)
MLH_, 535 0,0002 H-4->LUMO (61%)
H-3>LUMO (22%)
425 0,0016 H-10->LUMO (24%)

H-11->LUMO (51%)
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LUMO HOMO

2 9
HOMO-1 HOMO-2

10. abra A harom legnagyobb energiaju betoltott, illetve a legkisebb energiajt
betoltetlen molekulapalya a Ni(II):GGC MLH_—, komplexében.

A 10. abra, illetve a palyaanalizis alapjan elmondhat6, hogy a HOMO—->LUMO
dtmenet soran a fémcentrumon az elektronsirliség a dy, palyardl a dy-y? péalyéra, mig
a HOMO-1->LUMO atmenetben a dy, palyarol a di?-,? palyara, a HOMO-2->LUMO
dtmenet esetén pedig a d;? palyarol a di?-? palyara keriil.
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4.2. Ciszteint, illetve aszparaginsavat és ciszteint iS tartalmazé peptidek
komplexképzo sajatsagai
4.2.1. A ligandumok deprotondlodasi makro- és mikrofolyamatai

A peptidek pH-potenciometria segitségével meghatarozott makroszkopikus
spektrumok egyes csoportjainak eltolodasa alapjan szamolt mikroszkopikus
egyensulyi allandok értékeivel.
8. tablazat A csak ciszteint, valamint aszparaginsavat és ciszteint tartalmazé
peptidek deprotonalodasi allandoi (T =298 K, 1 = 0,2 M KCI).
AAASSC-NH:> Ac-DAAC-NH; AADAAC-NH, ADAAAC-NH:>

pK1 7,78(1) 3,80(2) 3,71(2) 3,55(2)
pK 8,73(1) 8,87(1) 7,79(2) 7,82(2)
pKs 8,88(1) 8,90(1)
ka 8,53 8,45
ko 7,88 7,93
ks 8,79 8,76
Ka 8,14 8,33

Mig az ADAAAC-NH; és AADAAC-NH; esetén harom, addig az AAASSC-NH; és
a terminalisan védett Ac-DAAC-NH: peptidnél két makroszkopikus deprotonalodasi
allandé hatarozhato meg. Osszevetve korabban vizsgalt rendszerekkel az altalunk
tanulmanyozott ligandumokat, egyértelmii, hogy a legkisebb pK érték az AAASSC-
NH: kivételével a B-karboxilatcsoport deprotonalodasat jellemzo értek. Ezt a pH
fiiggd 'H NMR spektrumok is alatdmasztjak, ugyanis az aszparaginsav B helyzetii
hidrogénjeinek kémiai eltolodasa 3-5 pH tartomanyban kovetkezik be, e felett
helyzete valtozatlan. A m . 4 M o

kovetkez6 két

|

deprotonalodas ennek

v

I N—h

megfeleléen a %jUb J \Q
) S
——

terminalis ammoni- \
e SN

umcsoport, illetve a C- N —

terminalis cisztein tiol- \ | M
A

4.7 4.5 4.3 4.1 3.9 3.7 3.5 3.3 3.1 29 27 25 1615141312

-

csoportjanak  deproto-

13

nalddasahoz  kothetd.
Ez a két folyamat Cys6(CH)  Alal(CH)  Cys6(CH,) és Asp3(CH,) Alal(CH;)

ugyanakkor atfed | 11. abra pH-fiiggd *H NMR spektrumok az AADAAC-
egymassal, igy a | NHzrendszerben.cL.=5mM

rendszer mikrofolyamatait az irodalomban megtalalhaté modon'®’, az 'H NMR
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spektrumok termindlis alanin metil és metin protonjainak €s a cisztein  helyzet
hidrogénjeinek pH fliggésébdl hataroztuk meg (11. abra).

Ezen mikrofolyamatokat vazlatosan mutatja be a 12. abra. Ennek megfelelden a [HL]
Osszetételli forma két izomernek feleltetheté meg, mig a (0,1,0) izomerben a
terminalis ammoéniumcsoport, addig a (0,0,1) esetén a cisztein tiolatcsoportja
protonalt. Eredményeink alapjan az AADAAC-NH: peptid [HL] formajaban a

0.1,0)
Q Q 2 K
K, *HsN- CHC—N-CHC—N-CHC NH, K3
(1:1:1) (0.1.1) ;/ éH3 H éHz H CH, \ (O,olo)
. . 2 el co s " o o 0
HgN-CHC—N-CHC—N-CHC-NH, ~—~*HgN CHC—N GHC—N CHC NH, - HoN-CHE—-GHC—N-CHC-NH,
; Moew, M oon, ch; Moen, M och, \\\ » cHy Tch, Mo,
c-o SH c-0 SH o o o co §
OH o 2 H;N-CHC—N-CHC—N-CHCNH, 4 o

CH; "' CH, ' CH,
c-0 SH

o
(0,0,1)

12. 4bra Deprotonalodasi mikrofolyamatok az aszparaginsavat és ciszteint

tartalmazo peptidek esetén.

cisztein tiolatcsoportja 82%-ban, mig az ADAAAC-NH; ligandum esetén 77%-ban
protondlt. Ezt a fajta hatast, vagyis a termindlis aminocsoport és tiolcsoport

deprotonalodasanak atfedését korabban, mas ciszteint tartalmazo dipeptidek esetén is

------

NH: ligandumnal a 13. abra mutatja be.

1
X H,L] fL]>
0,8
H,L]* [HL]O
06 [HsL]
0,4 1 K \
o1y \/ ™
0,2 - /' Ql(\)‘
0 T T '_”/ T \“r
2 4 6 8 10 pH
13. abra pH fliggd speciacié makro- és mikroszkopikus
szinten az AADAAC-NH; ligandumnal. c. =2 mM
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4.2.2. Az AAASSC-NH; peptid nikkel(I1)-, cink(ll)- és kadmium(II)-komplexei

A ligandum altalunk vizsgalt fémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi dllandojat

a

9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat Az AAASSC-NH. Ni(ll)-, Zn(ll)- és Cd(II)-ionokkal alkotott
komplexeinek képzddési (logPpqr) €s szarmaztatott allandoi (I = 0,2 M, T = 298 K).

Részecske Ni(l1) Zn(ll) cd(n
[MLH]* 12,8(1) 13,96(7)
[ML]* 4,85(6) 5,97(4) 7,34(6)
[MLH.] -2,66(7) -1,91(5) -3,4(3)
[MLH.]" -10,26(5) -11,24(6)

[MLH.5]> -18,69(4)

pK(MLH/ML) 6,81 6,62
pK(ML/MLH.;) 7,51 7,88 10,74
pK(MLH../MLH.2) 7,60 9,33

pK(MLH.2/MLH.3) 8,43

A nikkel(Il)ionok pH-fiiggd speciacios gorbéjét a pH fiiggvényében a 14. abra mutatja

b

e.

1

Ni(11) L

o
oo
1

[Ni(ID)]

o
(o}
1

[NiLH_,]

o
~
1

Moltort

NiL]*
(Nit] [NiLH_,]

o
N
1

OYTTTYY
4 5 6 7 8 9 10pH11

14. abra A Ni(ll):AAASSC-NH; 1:3 aranyu
rendszer speciacios gorbéje a pH fiiggvényében.
cL=2mM

Az abra alapjan lathato, hogy a
komplexképzodés pH 6,5 felett
indul  az ML  Gsszetételi
komplex megjelenésével.
Ugyanakkor nem zarhat6 ki egy
MLH Osszetéli.  komplex
jelenléte sem, amelyben
hasonléan mas, N-terminalisan
szabad peptidekhez, (NH,,CO)
kotésmod  jelenik meg. A
titralasi gorbék illesztésekor mi
ezt a komplexet nem tudtuk

leirni, ugyanakkor kis mennyiségii (10% alatti) jelenléte feltételezhet6. Az ML
Osszetételli komplexben a ligandum kétfogu koordinacidja valosul meg a terminalis

aminocsoport, illetve a tiolatcsoport kotddésével. Szerkezetét tekintve a komplex

oktaéderes geometriaju, amelyet a kis intenzitasi abszorpcios spektrum és a CD
aktivitds hidnya is mutat. CD aktivitast pH 7,2 felett tapasztalhatunk, amely az
amidnitrogének deprotonalodasaval és koordinaciojaval magyarazhaté. A CD
spektrumban 520 nm-nél jelentkez6 pozitiv Cotton-effektus, illetve a 320 nm-nél
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jelentkezé  S=>nikkel(11)

'(83115 i i pH 11,50 toltésatviteli sav alapjan az
% A amidnitrogének belépése a
< { f \

550 koordinacios szféraba a
A(nm) peptid C-terminalis régidja
feldl indul. A spektrum pH
9,8 utan tovabbi
intenzitasvaltozast nem

mutat, jelezve az MLH_;
forma kizarolagossagat.

15. &bra A Ni(11):AAASSC-NH; 1:3 arényt rendszer | 260 sztochiometridhoz

pH fiiged CD spektrumai. ¢ = 2 MM ugyanakkor kétfajta izomer
szerkezet feleltetheté meg,

egyik esetben az N-terminus fel6l indul az amidnitorgének deprotonalddasa, mig a
masik lehetdség a C-terminus feldli tiolatcsoport kdtddése altal, aminek megfeleléen
(N7,N7,N—,S7) kotésmodu komplex alakul ki. A CD spektroszkopias adatok
ugyanakkor egyértelmtien jelzik az utobbi részecske kizarolagossagat. Az 1:3 aranyti
rendszer pH-fliggé CD spektrumat az 15. abra mutatja be. Maga a CD spektrum jo
felbontasu, igy az MLH_; spektralis paraméterei az egyes atmenetek pontos

crer

10. tablazat A NiLH_; 6sszetételtt komplex CD spektralis paraméterei.

A (nm) Ae M1t-ecm?) atmenet

238 +4,52 S, >Ni(Il)

261 5,42 N>Ni(I1)

NiLH_s 279 4,75 Sex>Ni(ll)
319 +0,54 S >Ni(Il)

441 -3,27 d->d

520 +1,77 d->d

A cink(I1)- és kadmium(IT)ionok AAASSC-NH: ligandummal alkotott komplexeinek
eloszlasat a pH fliggvényében a 16. és 17. abrak mutatjak be. Az abra alapjan
Osszetételll komplexben a ligandum kétfogu koordinacioja valdsul meg az amino- és
tiolatcsoport kotddésével. Ez a kétfogh koordinacidé kadmium(IT)ionok esetén széles
pH tartomanyban uralkodd részecske megjelenését eredményezi, a cink(II)ionokat
tartalmaz6 rendszerben ugyanakkor nem akadalyozza meg a fémionhoz koordinalt
vizmolekula deprotonalodésat és vegyes hidroxidokomplexek megjelenését. Fontos
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1
Zn(11
= =08 [ZnLH.,]
5] 205 - [ZnL]*
: : ZnLH
g 04 [ZnLH]Z
= = 0.2
0 T T T T T T 0 T T T T T T

4 5 6 7 8 9 10PH1I1 4 5 6 7 8 9 10PHN
16. abra A Cd(Il):AAASSC-NH, 1:1 17. abra A Zn(ll):AAASSC-NH; 1:1
aranyu rendszerben képz6d6 komplexek —aranyu rendszerb’en képz6dd
closzlasa a pH fiiggvényében. ¢ =2mM  komplexek closzlasa a pH

fliggvényében. c. =2 mM

megjegyezni, hogy ligandumfelesleget tartalmazo minta esetén sem tudtuk kimutatni
biszkomplexek képzddését, amely a molekula méretével jol magyarazhato.

A kérdés ezek utan az, hogy a savas pH tartomanyban megjelend MLH 6sszetételi
komplexben a fémiont a termindlis aminocsoport, vagy a cisztein tiolatcsoportja
koordinalja-e. Ennek eldontésére az 'H NMR spektroszkopiai egyértelmil valaszt
adott. A 18. abra a pH 6,0-on rogzitett csak ligandumot, illetve a cink(Il)- ¢és
kadmium(IT)ionokat is tartalmazé rendszerek *H NMR spektrumait mutatja be.

) Kﬁd

cd(IT
J"‘bb/‘\»m e
L_J\\

ph L

Alal(CH) Cys6(CH;)
18. abra Az AAASSC-NHy, illetve a cink(I1)-
¢s kadmium(Il)ionokat tartalmazo6 rendszer pH
6,0-on rogzitett H NMR spektrumai.

cL=5mM

Zn(II)

=

AAASSC-NH,

=

4.7 4.5 43

A koordinacié eldontésére jo
indikatorként szolgal a terminalis
alanin  a-helyzeti  hidrogénje,
illetve a cisztein B hidrogénjei. Az
abra alapjan egyértelmi, hogy a
terminalis alanin metin-
csoportjanak kémiai eltolddasa
valtozatlan a fémet is tartalmazo
rendszerben a szabad
ligandumhoz képest, mig
cisztein B hidrogénjeinek jelentds
eltolodasa,

a

kémiai illetve

sz¢lesedése igazolja, hogy az

MLH 0Osszetételi komplexben a fémionok elsddleges kotohelye a cisztein

tiolatcsoportja.
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4.2.3. Az AADAAC-NH;, ADAAAC-NH; és Ac-DAAC-NH; komplexképzidési
folyamatai nikkel(Il)ionokkal

11. tablazat Az AADAAC-NH:, ADAAAC-NH: ¢és Ac-DAAC-NH:
nikkel(11)-komplexeinek stabilitasi allandoja (logPpqr) (T =298 K, 1 =0,2 M
KCI).
Részecske AADAAC-NH: ADAAAC-NH: Ac-DAAC-NH:
[NiLH]* 12,22(6)
[NiL]* 5,27(2) 3,81(9)
[NiLH 1] -1,78(2) -2,96(4)
[NiLH 2]> -10,62(5) -11,03(3) -11,78(3)
[NiLH 3]3 -20,67(4) -21,08(4) -20,60(4)
[NizLH-4]~ -22,80(4)
[NizLH s]2- -31,4(1)
NiL] 13,3 (2)
A1l NIOD A ligandumok
08 | INILH_] NILHLT nikkel(Il)ionokkal alkotott
= 2 komplexeinek pH-
= [Ni,LH 5] ; ia
=0,6 - potenciometridval
E meghatarozott  stabilitasi
}_E allandoit az 11. tablazat
> tartalmazza. Az ezek
alapjan szerkesztett

Méltort [Ni(ID)]

4

19. Aabra

képz6do

Ni(I1):ADAAAC-NH;

5 6 7 8 9
A Ni(I):AADAAC-NH,

ekvimolaris

komplexeinek  eloszlasa

fliggvényében. ¢, = 2 mM

10PH11

(A)

és

oldatban

a

pH

50

speciacidos gorbék a két
hexapeptid esetén a 19.
abran lathatoak. Az 4bra és
a tablazat alapjan lathato,
hogy a két rendszerben

hasonld  sztochiometriaju
komplexek  képzddnek,
ugyanakkor lényegi
kiilonbségek vannak ezen
komplexek szerkezetei
kozott.

A nikkel(Il):AADAAC-

NH: peptid pH fiiggé CD
spektrumai  (20. abra)
alapjan egyértelmii, hogy a
NiLH osszetételti komplex
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oktaéderes geometriaju €s a komplexben a tiolatcsoport protonalt. Figyelembe véve a
tiolcsoport deprotonalodasahoz rendelhetd mikrokonstans értékét, felirhatdo a NiLH
komplex képzddését jellemz0 egyensulyi allando a 4.2.3.1. egyenletnek megfelelden:

logK = logB(NiLH) — pk(SH) = 12,22 — 8,53 = 3,69 (4.2.3.1)

Ez az érték jO egyezésben van a nikkel(Il):glicilglicin rendszerben kialakuld NiL
sszetételii komplex egyensulyi allanddjanak értékével (logK = 3,96177)), amely
komplexben (NH,CO) kotésmod valdsul meg a fémionnal. Ennek megfeleléen

a NiLH 0Osszetételi | <

komplexhez a 5
Ni(11):AADAAC-NH, | 30,5 1

rendszerben (NHz,CO) | &
szerkezet rendelhetd.

A NiL komplex hianya,
illetve a titralasi gorbe
lefutdsa egyértelmiien
jelzi két amidnitrogén

kooperativ 35
deprotonalodasat ~ ¢€s | 20. abra A Ni(11):AADAAC-NH; 1:1 ardnyt rendszer
koordinacigjat a | pH fliggd CD spektrumai.

NiLH_; 6sszetételli komplex megjelenése kdzben. Szerkezetét tekintve a nikkel(ll)
az (NHz,N—,N—,-COO~) donorcsoportokhoz kotédik és mind a CD spektrumbol
szamolhaté paraméterek, mind pedig az UV-lathatdé spektrum abszorpcios
maximumanak helye jo egyezésben vannak a korabban vizsgalt, harmadik helyen
aszparaginsavat tartalmazé ligandumok megegyez6 kotésmodu nikkel(ID)-
komplexeinek megfelel6 értékeivel (12. tablazat).

12. tablazat (NH2,N—,N—,B-COO™) koordinacios moda nikkel(Il)-komplexek

spektralis paraméterei.

Ligandum UV-vis CD
Amax(€) Amax(Ag) [nm(M~1-cm™1)]
[nm(M~*-cm=)] N— S>Ni(ll) d-d
Asps 14 440 (265) 232 (-5,08) 492 (-2,60)
422 (+0,88)
Asp, 4 438 (229) 234 (-12,19) 499 (-2,10)
426 (+1,55)
AADAAC-NH, 440 (278) 233 (-15,09) 490 (-2,29)
430 (+0,96)
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pH 7,4 felett a CD spektrum karakterisztikdjanak megvaltozdsa a fémion koriili
koordinacids szféra atrendezddésére utal a NiLH_, és NiLH_3 dsszetételti komplexek
megjelenésével parhuzamosan. Mivel lugos pH tartomanyban mind a tiolcsoport
deprotonalodasa lejatszodik, mind pedig az N-terminalis fel6li harmadik
amidnitrogén deprotonaloédasa ¢és koordinacidja bekovetkezhet, a tetraalanin
(AAAA), illetve az Ac-DAAC-NH; modellvegyiilet nikkel(I)-komplexei jol
alkalmazhatok az egyes koordinacidos modok igazoldsara.

A 21. 4bra a lagos pH-n

kialakul6 NiLH_s | E [Ni,LH 512" (d)
Osszetételll komplexek CD | = Ac-DAAC (c)
spektrumat tartalmazza a 4 0,5 1

vizsgalt AADAAC-NH,,
illetve modellként hasznalt
AAAA és Ac-DAAC-NH; 15 -
peptidekével egyiitt. Az
abra alapjan lathato, hogy a

w

Ni(I1):AAAA CDh
spektrumahoz ~ hasonlo, 3.5 . .

) 21. abra A lugos pH-n kialakul6 NiLH_3 0sszetételii
ugyanakkor mégsem

B e komplexek CD spektruma AADAAC-NH; (a),
megegyez6 a  vizsgalt | AAAA (D), Ac-DAAC-NH, (c) és a NiH_sL
rendszer spektruma. Ennek | AADAAC-NH; ligandummal alkotott komplexe (d).
megfeleléen a | Az (e) spektrum (b) és (c) 75% és 25%-0S
Ni(11):AADAAC-NH; 0Osszegzésébdl adodik.

rendszerben koordinacids izomerek képzédnek. Osszevetve tehat az AAASSC-NH,
ligandum nikkel(Il)-komplexével, ahol a C-terminalis egyértelmiien a fémion

preferalt kotOhelye volt, az aszparaginsav peptidvazba torténd épitésével mar az N-
termindlis régio is kedvezményezett lesz a fémion megkotése szempontjabol.

A 11. tablazat stabilitasi allandoi alapjan az Ac-DAAC-NH; ligandum a
nikkel(ll)ionokkal hasonlo stabilitasua NiLH_3 Osszetételi komplexet képez, mint az
AADAAC-NH: ligandum. Ugyanakkor a termindlis aminocsoport hianyaban a
tetrapeptid cisztein tiolatcsoportja a fémion elsddleges kotohelye, amelyet a CD
spektrumban az 520 nm-nél jelentkez6 pozitiv Cotton-effektus is egyértelmiien jelez.
Ennek megfeleléen a NiLH_3 Osszetételti komplexben (N7,N7,N7,S7) kotésmod
valosul meg. Ezen koordinacios moda nikkel(11)-komplex CD spektrumanak, illetve
a tetraalanin (NH2,N—,N—,N7) kotésmodu nikkel(IT)-komplexe CD spektrumanak a
segitségével az AADAAC-NH; NiLH—_; koordinaciés izomereinek aranya
megadhato. Mégpedig a fémion 75%-ban az N-terminalis felél koordinalt
(NH2,N—,N—,N7), mig 25%-ban a cisztein tiolatcsoportja fel6l, (N—,N—,N—,S7)
kotésmoddal. Ezt a fajta 0sszegzést a 21. abra szintén tartalmazza. Ennek megfelelden
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a karboxilatcsoport nem képes lagos pH tartomanyban koordinalni a nikkel(Il)ionokat
és oligoglicinszer(i kotésmod alakul ki, parhuzamosan a cisztein tiolatcsoportja feldl
indulé amidnitrogén koordinalt részecske megjelenésével. Utdbbi kdtésmod a fémiont
feleslegben tartalmazo minta esetén jelentdsebb, amelyet a pozitiv Cotton-effektus
intenzitasnovekedése egyértelmiien alatamaszt a CD spektrumban, a NiLH—s és
Osszetételi komplexek keletkezésének megfelel6 pH tartomanyban. Ezen dinuklearis
komplexek esetén a NioLH_s komplexben az egyik fémion (NH2,N—,N—,3-COO™)
donoratomok altal koordinalt, mig a masik fémion a peptid C-terminalis részéhez
kotédik az (N—,N—,N~,S7) donoratomok altal.

Osszevetve a 19. abra specidcios gorbéit, a f6 kiilonbség az, hogy a Ni(11):ADAAAC-
NH. rendszerben a NiL osszetételli komplex viszonylag széles pH tartomanyban
uralkodo részecske. Az eddigi eredmények alapjan a komplex Osszetételének két
szerkezet feleltetheté meg. Egyik esetben a ligandum csak az oldallancokon keresztiil
(NH,p-CO0~,S7) koordinalodik makrokelat szerkezetli komplexet kialakitva, addig
a masik lehetdség az (5,6)-tagu csatolt (NH2,N~,-COQO™) kelatrendszer kialakulésa,
amelyben a C-terminalis cisztein tiolatcsoportja protonalt. Utdbbi koordinacios mod
létjogosultsagat két tényezo is aldtdmasztja:

(1) Az Ac-DAAC-NH; és AADAAC-NH; rendszerek vizsgalatabol
szarmazo eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a tiolatcsoport
koordinacidja nem kovetkezik be csak pH 7,5 felett.

(i) A kis intenzitdsi UV-vis spektrum és a mérhetd CD effektus hidnya
alatamasztja, hogy a NiL komplex oktaéderes 0sszetételii, amely jellemz6
az olyan nikkel(ll)-dipeptidekkel alkotott komplexeire, amelyeknél a
koordinacids szféraban egy amidnitrogén talalhato.

Ez az eredmény jo 6sszhangban van az irodalmi tapasztalatokkal, amely szerint az
Xaa-Asp-Yaa... szekvenciaju peptidekben az aszparaginsav f-COO™ csoportjanak
kotodése kedvez az N-terminus feldli elsé amidnitrogén deprotonaldédasnak és
koordinacidnak, mig a kdvetkezét a ligosabb pH tartomény felé szoritja®*. Ennek
megfelelden az UV-vis és CD spektrumok intenzitasanak jelent6s novekedését pH 7,5
felett tapasztaltuk. A pozitiv Cotton-effektus 530 nm kdrnyékén jelzi a tiolatcsoport
koordinacigjat a fémionhoz. Ez az elnyelési sav pH 9-re eléri intenzitasanak
maximumat, az amidnitrogének deprotonalodasat és koordinacidjat jellemz6 d-d
atmenet intenzitasa ugyanakkor tovabb nd, aminek megfelelden a két folyamat atfed
egymassal (22. abra).

fgy a NiLH_3; komplex szintén két koordinaciés izomernek feleltetheté meg a
(3N—,S7) és (NH2,3N ) donoratomok részvételével. A CD spektrumok 6sszegzésébol
a két koordinacids izomer aranya 60/40-nek adodott. Ez a kiilonbség az AADAAC-
NH2 NiLH_; &sszetételii komplexének izomeraranyahoz képest jol értelmezhetd.
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Mig az (NH2,N—,N—,5-COO")
kotésmod az AADAAC-NH;
ligandumnal a nikkel(Il)ionokat
az  N-termindlis  régidban
stabilizdlja, ami miatt a
kovetkezo amidnitrogén
deprotonalodas ott
kedvezményezett, addig az

ADAAAC-NHz-nél kialakulo
22. abra A Ni(ll):> ADAAAC-NH; 1:1 aranyu (NHz,N—,B-COO~)  kevésbé
rendszer pH fiiggd CD spektrumai.

preferalt a  nikkel(ll)ionok
szamara. Igy a kovetkezé amidnitrogén deprotonalodas és koordinacid olyan pH
tartomanyban jatszodik le, ahol a tiolatcsoport is képes versengeni a fémionért,
novelve ezzel a C-terminalis régid részvételével képzodé izomer aranyat. Ennek
megfeleléen a C-terminalis régidhoz vald kotddés az aszparaginsav helyzetének
valtoztatasaval szabalyozhat6 a nikkel(IT)ionok esetén. Ez a hatas ugyanakkor meg
kell hogy jelenjen az adott komplexek energiaértékében is. Igy DFT segitségével
vizsgaltuk, hogy mennyire kedvezményezett a C-terminalis régidhoz valo kotédés az
ADAAAC-NH; ¢és az AADAAC-NH; ligandum esetén. Ehhez elvégeztiikk a két
(3N~,S7) koordinalt nikkel(I)-komplex geometriaoptimalasat és vizsgaltuk a
komplexek egymashoz viszonyitott relativ energigjat a (4.2.3.2) egyenletnek
megfelelden:

AGEF(AADAAC) — AGLY (ADAAAC) (4.2.3.2)

A folyamatot jellemzé szabadenergia valtozas értéke -21,7 kJ/mol B3LYP/def2-
TZVP elméleti szinten, amely egyértelmiien jelzi, hogy a C-terminalis régidohoz valo
kotodés az ADAAAC-NH; esetén kedvezményezett. Ez azt is jelenti, hogyha a peptid
Ehhez szintén elvégeztiik az N-terminalis régioban kialakuld (NH2,3N™) donoratomu
nikkel(ll)-komplexek geometriaoptimalasat, majd a (4.2.3.2) egyenletnek
megfeleléen meghataroztuk egymashoz viszonyitott relativ energidjukat. Ez 3,9
kJ/mol értéknek adodott, vagyis az AADAAC-NH; esetén DFT segitségével is
igazolhatd az N-termindlis régidé fémion-preferenciaja. A nagyobb izomeraranyban
megjelend két komplex, vagyis a Ni(I[):AADAAC-NH, (NH2,3N7), illetve a
Ni(l11):ADAAAC-NH: (3N~,S7) koordinacidji komplexek sematikus szerkezeteit a
23. dbra mutatja be.
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HsC h o\\C/NHZ C\)\ ﬁ
-00C NeH-¢ ( HAC gy — € ~N-——CH-C—NH,
H,C O My NTH o cH
2 \ /,O \\C/NH H CH, e /‘2* / 2
CH—C_ / S / NIt coo
N N{ N-—CH _¢ [ H,C NHe
c— VL , CH3 o= \CH/N\C—CH éH/kl‘—-C/fH
| Ni2* . / NG Il cH
LHO T N Ni(II): AADAAC-NH, Hic O ¢H, o o
< JNF2 : . -
H3C N\/C/CH (NHz,N-,N-,N-) Ni(II):ADAAAC NHZ
| CHy (5-.N",N",N")
23. abra A nagyobb izomeraranyban képz6dé NiLH_3 Osszetételi komplexek
sematikus szerkezetei.
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4.2.4. Az AADAAC-NH,, ADAAAC-NH: és modellvegyiiletiik, az Ac-DAAC-NH,
komplexkepzo sajatsagai cink(1l)- és kadmium(Il)ionokkal

A ligandumok fenti fémionokkal alkotott komplexeinek pH-potenciometriaval
meghatarozott képz6dési allandoit a 13. tablazat tartalmazza. A tablazat adataibol
lathato, hogy a vizsgalt rendszerekben csak mononuklearis komplexek képzddnek,
illetve a cink(IT)ionokat tartalmazé rendszerben biszkomplexek képzddése csak az
Ac-DAAC-NH; peptid esetén feltételezheto .

13. tablazat Az AADAAC-NH;, ADAAAC-NH:; és Ac-DAAC-NH:
cink(ll)- és kadmium(II)-komplexeinek stabilitasi allandéja (logBpqr) (T =
298 K, I = 0,2 M KCI/KNO3).

Részecske AADAAC-NH,  ADAAAC-NH, Ac-DAAC-NH,
[ZnLH]* 13,3(1) 13,2(1)
[ZnL] 6,64(6) 6,37(6) 5,32(6)
[ZnLH.] -1,43(8) -1,14(6) -3,3(1)
[ZnLH o] -11,13(8) -13,32(6)
[ZnLo]* -10,34(6)
[CALH]* 14,86(6) 14,34(2)
[CdL] 7,97(6) 7,06(2) 6,51(5)
[CALH..]- -1,99(7) -2,07(2) -3,2(1)
[CALH.2]* -13,36(3)
[CdLoH:] 28,3(1) 27,87(5)
[CdL.H]* 21,4(2) 20,34(5)
[CdL,]*> 13,3(2) 11,88(3) 11,9(1)
lg(K1/K2)" 0,73 0,81
lg(K1/K>) 2,60 2,24 1,08

A cink(I1):AADAAC-NH; komplexeloszlasat a pH fliggvényében a 24. abra mutatja
be. A komplexképzodés pH ~ 5-t6l indul a ZnLH 0Osszetételii komplex
megjelenésével, amelyben az aminocsoport vagy a tiolatcsoport protonalt formaban
van jelen. A modellként alkalmazott Ac-DAAC-NH, peptid ZnL 6sszetételii
komplexe segit eldonteni a koordinalodé donorcsoport mindségét. Mivel a Zn(I): Ac-
DAAC-NH: rendszerben nem jelenik meg protonalt komplex, az ML 0sszetételil
komplexben a ligandum kétfogiian a (B-COO~,S™) donorcsoportokon keresztiil
koordinalédik a fémionhoz. Az AADAAC-NH; és ADAAAC-NH; terminalis
aminocsoportjahoz rendelhetd mikroallando értékét figyelembe véve szamolhato a
ZnLH komplex képzddését jellemzo egyensulyi allando értéke a (4.2.4.1) egyenletnek
megfelelden:

logK = logB(ZnLH) — pk(NHZ) (4.2.4.1)
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1 Ezen egyenstlyi allando érteke
Zn(11) 5,42 az AADAAC-NH;, mig
=08 zny /Z0HA| | 5,242 ADAAAC-NH; esctén.
%06 1 A kapott egyensulyi allandok
% ’ értékei jO egyezésben vannak
£04 1 [znLHJ* az  Ac-DAAC-NH  zZnL
EO ) Osszetételu komplexének
’ képz6dési allandodjaval,

0 : : ‘ ‘ : alatamasztva, hogy a

4 5 6 7 8 9 PH10 | hexapeptidek ZnLH

24. dibra A cink(I):AADAAC-NH; 1:1 arényi | Komplexében a ligandum a
rendszer komplexeloszlasa a pH fiiggvényében. cisztein tiolatcsoportja, illetve
cL=2mM a B-karboxilatcsoport altal

koordinalt.

A pH novelésével a protonalt ZnLH komplexben a terminalis aminocsoport
deprotonalodik és koordinalodik a fémionhoz, ugyanis mind az AADAAC-NH;, mind
pedig az ADAAAC-NH; esetén a ZnL komplexek képzOdési allanddi jelentGsen
nagyobb értékiiek, mint az Ac-DAAC-NH; ZnL 6sszetételii komplexe. Lugos pH
tartomanyban ez a haromfogi koordinacié ugyanakkor nem akadélyozza meg a
koordinalt vizmolekula deprotonalodasat és vegyes hidroxidokomplexek képzodését.
A cisztein tiolatcsoportjanak kotodésére, ezaltal stabilitasnoveld hatasanak
bizonyitasara jo6 modell a kordbban vizsgalt AADAAH-NH; ligandum®®. Utobbi
peptid a C-terminuséaban cisztein helyett hisztidin talalhato, ugyanakkor a két rendszer

aranyi rendszer predominancia gorbéjét mutatja be. Jol lathatd, hogy a fémion
nagyobb héanyadban a ciszteint tartalmazé peptidhez kotédik, jelezve nagyobb
affinitasat a tiolatcsoportot tartalmazé ligandum felé.

A cink(ll) Ac-DAAC-NH: rendszer 1
ligandumfelesleget tartalmazo 0g |Zn(D
oldatdban biszkomplexek képzddése 5 [ZnH_ AT
is tapasztalhaté, de a hidrolizissel |S%8 1 [ZnA]
atfedé folyamatban. A hexapeptidek ;50,4 i .
esetén a biszkomplexek § Lenan] ZnB ZnH_B]
képz6désének hignya jol | 02 |tznHeL
magyarazhato azzal a ténnyel, hogy a 0 T : x x :
tiolatcsoport koordinacioja a 4 ° 6 ! 8 9 priio

. . s 25. abra A Zn(l1):AADAAC-NH; (A):
cink(Iionokhoz dltaldban AADAAH-NH; (B) 1:1:1 aranyu rendszer
tetraéderes geometriat eredményez. predominancia gdrbéje. ¢ = 2mM.

Igy a fémion koordinacios szférajat a
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kétfogih Ac-DAAC-NH; kotédése teliteni tudja a 2x(B-COO~,S™) donoratomu
komplex képzddése kozben, a hexapeptidek esetén ugyanakkor a haromfogu
koordinacid gatolja a biszligandumil komplex megjelenését.

Kadmium(Il)ionok  esetén a 1 A

T s 9°7 |Aganm
képz6dd komplexek 08 -
sztbchiometridja megegyezik a | = ©cdan . [CAH LT
cink(II) rendszerek esetén 5 0,6 - o

] L = CdHL]*  [CdL,J% - 07
leirtakkal, azzal kiegészitve, hogy £ 04 ® [cdU] [CAHL,J
mig a kadmium(Il)ionok esetén az g [CdH,L] o4
oktaéderes elrendez6dés preferalt, 0,2 N\ '
ezaltal biszkomplexek képzddése 0 =" o1
is tapasztalhat(') a |igandum0t 4 5 6 7 8 9 10 pH ’
feleslegben tartalmaz6 ~oldatban | )¢ "op 2 A Ca(11):ADAAAC-NH; 1:1 ardnyd
(.11' tablazat). EZen | rendszer speciaciés diagramja, kiegészitve a
ligandumfelesleget tartalmazd | 232 nm-en rogzitett abszorbancia pH
rendszerek koziil a | fliggésével.

Cd(11):ADAAAC-NH: komplexeloszlasi diagramjat a 26. abra mutatja be. Az abrat
Osszevetve a nikkel(Il)-, vagy cink(Il)ionokat tartalmazé rendszerek speciacios
gorbéivel jol lathato, hogy a komplexképzddés savasabb pH tartomanyban indul. Ez
a kadmium(Il)ionok nagy affinitdsat mutatja tiolatcsoportot tartalmazé ligandumok
iranyaba. A tiolatcsoport koordinaciojat a 232 nm-nél megjelené ligandumsav is
egyértelmiien mutatja. A tiolatcsoport stabilitasnévelé hatasa ugyanakkor jobban
szemléltethetd a 27. abran, ahol a Cd(Il):Zn(I1):Ni(Il): ADAAAC-NH; 1:1:1:1 aranyu
hipotetikus rendszer komplexmegoszlasat tiintettiik fel enyhén savas, illetve lagos pH
tartomanyban. Az abra egyértelmiien jelzi a kadmium(Il)-komplexek preferenciajat
széles pH tartomanyban és a

nikkel(Il)ionok ott valnak 100% - m Ligandum m Ni(I1)-komplexek
kedvezd kotéhellyé alg 8004 i Cd(I1)-komplexek = Zn(11)-komplexek
=< 7 :
ligandum szamara, ahol mar | = ° :
<
amidnitrogén koordinalt “‘E 2 60% -
komplex formajaban vannak | g gb
jelen. g 240% -
Mindk?'t hexapeptid £ 5006 4
protonalt komplexeket | <
képez savas pH 0% MU ? E W ; i
tartomanyban a 45 60 80 85 100 11,0PH
kadmium(Il)ionokkal. Az | 27. abra Az ADAAAC-NHz:Cd(I1):Zn(11):Ni(ll)
ezen komplexek képzddését | 1:1:1:1 aranyu rendszerben képz6dd komplexek
megoszlasa egyes pH értékeken. cL. = 2 mM.

jellemz6 egyensulyi
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allandok értékei (a 4.2.4.1 egyenlethez hasonld szamitast alkalmazva) 6,41-nek,
illetve 6,98-nak adodtak az ADAAAC-NH; és AADAAC-NH; peptid esetén. Ezen
értékek jo egyezésben vannak a modell Ac-DAAC-NH; CdL komplexének képzddési
allandodjaval, ahol is (B-COO~,S™) koordinacio alakul ki. Ennek megfeleléen a
hexapeptidek kadmium(Il)ionokkal alkotott protonalt komplexeiben a terminalis
aminocsoport protonalt. A kovetkezé lugfogyaszté folyamat ezen terminalis
aminocsoport deprotondloddsa és koordinicidja, ugyanis a hexapeptidek
kadmium(II)ionokkal képzett CdL Gsszetételii komplexei nagyobb stabilitasuak az
Ac-DAAC-NH; CdL komplexének stabilitdsahoz képest, jelezve az aminocsoport
kotodését a fémionhoz.

A legnagyobb kiilonbség a cink(IT)- és kadmium(IT)ionokat tartalmazo rendszerek
kozott egyértelmiien a kadmium(ll) biszkomplexek képzddéséhez kothetd.
Ligandumfelesleget tartalmazo oldatban ezen biszkomplexek széles pH tartomanyban
uralkodo6 részecskék és jelentds mértékben visszaszoritjak a fémion hidrolizisét. A
biszkomplexek képzddésének preferenciaja egyértelmiien a kordbban emlitett
oktaéderes geometridval magyarazhatd, ugyanakkor a 13. tablazat 1g(Ki/K2)" és
lIg(K1/Ky2) értékei jelzik, hogy a biszkomplexek képzodése a protonalt komplexek
esetén kedvezobb, ahol a ligandum kétfogi koordinacidja valdosul meg.
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4.3. Ciszteint és hisztidint tartalmazé peptidek komplexképzo sajatsagai

14. tablazat A hisztidint és ciszteint tartalmazo peptidek deprotonalodasi
allandoi (T =298 K, 1 = 0,2 M KCI).

AAHAAC-NH2 AHAAAC-NH:
Részecske 10gBpar pK logBpar pK
[HL] 8,77(1) 8,77 8,77(1) 8,77
[HzoL]* 16,49(1) 7,72 16,48(1) 7,71
[HaL]? 22,77(1) 6,28 22,64(1) 6,16

A két peptid (AAHAAC-NH; és AHAAAC-NH,) sav-bazis jellegét tekintve harom
deprotonalodésra képes csoportot tartalmaz. Ez az N-terminalis aminocsoport, a
hisztidin imidazolil csoportja, illetve a cisztein tiol csoportja. A szabad ligandum
deprotonalodasi allandoit a 14. tablazat tartalmazza. A tablazat adataibol lathatd, hogy
a pK értékek a két ligandum esetén nagyon hasonloak, vagyis a hisztidin pozicidja
gyakorlatilag nem befolyasolja az egyes disszociabilis protonnal rendelkezd
csoportok bazicitasat. A pH fiiggd 'H NMR spektrumok alapjan a deprotonalddasi
sorrend meghatarozhato, illetve a rendszert jellemz6 mikroallandok is. Az AAHAAC-
NH: ligandum pH fiigg6 NMR spektrumait a 28. abra mutatja. Ezek alapjan a
bazicitas az imidazol-N,

terminalis amino, Imidazol CH__ 4y g 74 ] Ala(yCH_ Hys@) és Cys(6) CH mn
cisztein tiolat sorrendben g * 08 J [~
P , ’ 2 SO . J)\/\_
né. Azonban az atfedés 8.49
az egyes | 803 ) [ jt
mikrofolyamatok kozott | 766 | R o
kevesebb, mint 5 %-nak 7,26 }M Gl [i‘
adodott, amely alapjan a i \ 6.59 Lk Jk A
rendszert jellemzd 455 J WA k. Mm:
ikroa ; 5.55
mikroallandok  egyben |+ A - JJE A
makroallandoknak  is [[* : S ~— lli
tekinthetdek. : —— e
AZ értekezés tOVébbl 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
ppm
részében a két ligandum 28. abra Az AAHAAC-NH; ligandum pH fiiggé H
komplexképz6 NMR spektrumai. c. =5 mM

sajatsagait nikkel(I)-, cink(Il)- és kadmium(IT)ionokkal egy kiilén alfejezetben
részletezziik, mig a réz(Il)- és palladium(Il)-komplexek egy masik alfejezetben
keriilnek ismertetésre. Ennek oka, hogy utobbi két fémion specialis komplexkémiai
viselkedést mutatott a vizsgalt ligandumokkal, igy azok részletes jellemzése kiilon
alfejezetben indokolt.
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4.3.1. Az AAHAAC-NH; és AHAAAC-NH nikkel(11)-, cink(I1)- és kadmium(I)-
komplexei

A ligandumok nikkel(Il)-, cink(Il)- és kadmium(II)ionokkal alkotott komplexeinek
stabilitasi allandoi a 15. tablazatban talalhatdak meg.

15. tablazat Az AAHAAC-NH; és AHAAAC-NH: nikkel(l)- cink(ll)- és
kadmium(ll)-komplexeinek stabilitasi allanddja (logPpqr), illetve szarmaztatott
allandoik (T =298 K, I = 0,2 M KCI (Ni(II) és Zn(II)) és 0,2 M KNOs3 (Cd(Il)).

AAHAAC-NH: AHAAAC-NH:

Részecske Ni(l1) zZn(ly  cd() Ni(lly — zn(I) cd(iny
[MLH]2* 13,1(2)  14,45(2) 15,06(1) 13,08(5) 14,31(3)  14,80(2)
[ML]* 7.11(6)  7.75(3) 762(1) 8093)  7,84(5)
[MLH 1] 1,79(3)  -0,90(4) -1,88(4) 1,10(1) 085(4)  -0,88(6)
[MLH-2]- -67(1) -10,76(7)

[ML2H2]?* 28,11(4) 28,71(5) 28,1(1)
[ML2H]* 20,81(8) 21,29(8) 20,9(1)
[ML2] 13,14(7)  13,35(6) 13,17(9)
log K1/K2 1,08 2,15 2,51
log K1/K2(H) 0,79 1,41 1,50
pK (MLH/ML) 7,34 731 5,46 6,22 6,96
pK (ML/MLH 1) 8,01 9,63 6,52 7,24 8,72
pK (MLH-/MLH_2) 8,49 11,66

pK (ML2H2/ML2H) 7,30 7.42 7,20
pK (ML2H/ML>) 7,67 7,94 7,73

Az AAHAAC-NH; esetén a nikkel(IT)ionok komplexképz6dési folyamatai
lényegesen kiilonboznek a masik két fémionétol. Ez a varakozasnak megfeleléen azért
van, mert az N-terminalisan szabad, harmadik helyen hisztidint tartalmazé peptidek
kiugro stabilitassal képesek kotni a nikkel(IT)- és réz(ll)ionokat (ATCUN-motivum,
2.1.2. fejezet). Emiatt a nikkel(Il))AAHAAC-NH, 1:1 aranya rendszer
komplexeloszlasa a pH fiiggvényében viszonylag egyszerii, harom részecske jelenik
meg a vizsgalt pH tartomanyban (29. abra). A savas pH-n megjelend NiLH részecske
csak kis mennyiségben van jelen, az UV-lathatdo spektrum alapjan a komplex
oktaéderes szerkezetii és az N-terminalis aminocsoport €s a hisztidin imidazol
nitrogénje kotik a fémiont. A NiL komplex megjelenésének hidnya, illetve a titraldsi
gorbe lefutasa miatt a kdvetkez6 1épés két amidnitrogén kooperativ, fémion indukalt
deprotonalodasa és koordinacioja pH 5,5 felett.
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[y

Ni(11) 2160
08 5140 |
E/ élZO R
206 % 100
£ 80 -
504 60 -
202 40 -
[NIHL? 201

0 0

4 5 6 7 8  9pHI10 350 450 550 A (M) 650
29. dbra A nikkel(Il):AAHAAC-NH, 30 bra A nikkel(I): AAHAAC-NH;
1:1 aranyu rendszer részecskeeloszlasi 1:1 aranyu rer}dszer UV-vis spektruma a
diagramja a pH fliggvényében. c. = 3 pH fiiggvényeben. cL =3 mM

mM

A NiLH_; 0sszetételiit komplexben a fémiont az N-terminalis aminocsoport, két

amidnitrogén és a hisztidin imidazol nitrogénje koordinalja, 1étrehozva a csatolt
(5,5,6)-tagu kelatrendszert. Ennek megfeleléen a komplex [NiLH—_2](H) osszetétellel
adhaté meg, amelyben a C-terminalis cisztein protonalt. A képzddési allandok
ismeretében szamolhatd az albumin-szerli koordindcié kialakuldsat jellemzo
egyensulyi allando (logKatcun-motivum) €rtéke a kovetkezé 4.2.2.1 egyenletnek
megfelelden:

10gKsrcun—-motivum = l0gB(NILH_y) — pK(SH) = 6,98 (4.2.2.1)
Ezen egyenstlyi alland6 értékét a Ni(IT): AAHAAAHG NiLH_1: komplexében, ahol a
C-terminalis hisztidin szintén nem koordinalt és a peptid N-terminusan alakul ki az
albumin koordinécio, a 4.2.2.2 egyenlet adja meglgoi

logKarcun-motivum = logB(NiLH_1) —pK(Im) = —7,18 (4.2.2.2)
Ezen két egyensulyi allando értéke egymassal jo egyezésben van, amely aldtdmasztja
a megegyez6 koordinacios modot.

Az UV-lathaté spektrumban megjelend d-d atmenet egyértelmiien jelzi, hogy a
(¢ = 157 M7Itm™1) jol megfeleltethetd a nikkel(I)ion albumin-szerii
koordinacidjanak (30. abra), illetve jO egyezésben van az irodalomban taldlhato
megegyez6  kotésmodu  komplexek  spektralis  paramétereinek  értékével
(AAHAAAHG: A = 422 nm (138 M—1cm~1)!%. A pH fiiggé CD spektrumok szintén
ennek a részecskének a jelenlétét tamasztjak ald, illetve azt is jol mutatjak, hogy a
NiLH_; komplex megjelenése nem jar a koordinacios szféra atrendez6désével, vagyis
ezen részecske megjelenésekor csak a nem koordinalodoé tiolcsoport deprotonalodik
(31. abra). A folyamatot jellemz6 pK érték 8,49, mig a szabad ligandumban 8,77,
amely kis kiilonbség a koordinacio hatasara a toltésviszonyok megvaltozasaval jol
magyarazhato.
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A lagos pH-n regisztralt

NMR spektrumok szintén azt % 1,5 A
mutatjak, hogy a HE
tiolatcsoport nem E
koordinalodik a fémionhoz. 0 ‘
. ,, 300 400
Ez az eredmény meglepd,
ugyanis a nikkel(Il)ionok 15
rendkivill nagy hajlamot ’
mutatnak a tiolat
donorcsoportot  tartalmazo 3
ligandumok iranyaba®, | 31. abra A nikkel(Il):AAHAAC-NH, 1:1 arany@
ugyanakkor a tiolatcsoport | rendszer pH fliggé CD spektrumai. c. = 3 mM

tavoli makrokelat helyzete nem képes versengeni az albumin-szerti koordinacio
csatolt kelatrendszerével.

Ez azonban azt is jelentheti, hogy a tiolatcsoport egy fiiggetlen kotShelye lehet a
nikkel(IT)ionoknak fémiont feleslegben tartalmazo oldatok esetén. Ennek
megfelelden, pH 7,7 felett egy Gjabb fémion kotddik a ligandumhoz, parhuzamosan a
nikkel(ll)hidroxid csapadék megjelenésével is. Emiatt a dinuklearis komplexek
stabilitasi allandojat nem tudtuk meghatarozni, de az UV-lathato és CD spektrumok
alapjan a komplexben koordinalt donorcsoportok azonosithatoak. Az UV-lathatod
spektrumokban lagos pH tartomanyban 320 nm-nél egy nagy intenzitasa, S™>Ni(ll)
toltésatviteli sav megjelenése detektalhatd, amivel parhuzamosan 550 nm-nél a d-d
atmenetnél egy vall jelenik meg. Ez jellemz6en a Ni(I)-tiolat kolcsonhatas
kovetkezménye. A CD spektrumok még drasztikusabb valtozast mutatnak a lagos
tartomanyban (32. abra). pH 7,7-nél egy 1j, pozitiv Cotton effektus lathatdo 550 nm-
nél, amely jellemz6en akkor alakul ki, ha az amidnitrogén deprotonalddas a peptidvaz
C-terminusa feldl indul. Ennek megfeleléen a tiolatcsoport horgonycsoportként koti
a nikkel(ll)iont eldsegitve a
peptidvaz  két amidnitro-

génjének deprotonalodasat és
koordinaciojat.
A peptid —-HAAC-NH;

crcr

tanulmanyozasa miatt
eloallitottuk az Ac-HAAC-
NH. szekvenciaju peptidet,
mint modellvegyiiletet. A

32. Abra A nikkel(I):AAHAAC-NH; 2:1 aranyq | ligandum  protondlodasi
rendszer pH fiigg CD spektrumai. ¢, =3 mM allandéit, illetve nikkel(II)-,
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cink(ll)- és kadmium(IT)ionokkal alkotott komplexeinek egyensulyi allandoéit a 15.

tablazat tartalmazza.
15. tablazat Az Ac-HAAC-NH: nikkel(ll)-
cink(I1)- és kadmium(IT)-komplexeinek stabilitasi
allandoja (logPpgr) és szarmaztatott allandoi
(T=298 K, 1=0,2M KCI (Ni(II) és Zn(II)) és 0,2
M KNOs (Cd(ll)).

Ac-HAAC-NH:
Részecske logBpgr pK
[HL] 8,81(2) 8,81
[HoL]* 15,30(3) 6,49
Ni(ll) Zn(I1) cd(n

[MLH]# 11,2(2) 12,1(2) 12,5 (1)
[ML]* 5,17(3) 7,02(3) 7,70(2)
[MLH-1] -0,35(7) -2,35(5)
[MLH-2]~ -10,81(3)  -10,39(6) -14,21(6)
[MLH-3]* -21,53(8)

[ML2] 9,1(2) 13,58(4) 13,34(7)
[MH-1L2]" 3,1(1) 2,27(9)
log Ki/K2 1,27 0,46 2,06
pK (MLH/ML) 6,06 5,03 4,84
pK (ML/MLH-1) 7,37 10,05
pK (MLH-1/MLH-2) 10,04 11,86
pK (MLH-2/MLH-3) 10,72

pK (ML2/ML2H-1) 10,52 11,07

A modellpeptid nikkel(ll)-komplexeit illetéen a protonalt, NiLH 0Osszetételd
komplexben az imidazol nitrogén koordinadlja a fémiont. Ennek egy kdzvetett
bizonyitéka, hogy a NiL komplex képzodését jellemzd pK érték kisebb, mint a szabad
ligandumban az imidazol deprotonalédasahoz rendelheté deprotondlodasi allando,
aminek eredményeképpen a NiLH->NiL folyamat a tiolcsoport deprotonaldodasahoz
és koordinacidjahoz kothetd. Mind a NiLH, mind pedig a NiL 6sszetételii komplex
oktaéderes geometrigjii, amelyet a CD aktivitds hianya, illetve az UV-lathatd
spektrumok kis intenzitdsa egyértelmiien alatdmaszt. A NiLH_, 0Osszetételi
komplexben a NiLH_: komplex megjelenésének a hianya két amidnitrogén
kooperativ deprotonalodasara és koordinacidjara utal. Ennek megfelel6en kialakul az
(Nim,N7,N—,S7) donoratomokkal koordinalt komplex. Mivel mind a hisztidin
imidazol, mind pedig a tiolat S horgonycsoportként kotddik a fémionhoz és ez
indukalja a peptidvaz amidnitrogénjeinek a deprotonalodasat és koordinacidjat, a
kérdés hogy a peptidvaz N-, vagy C-terminusarol indul-e ez a folyamat, esetleg a
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peptidvaz mindkét végérol, koordinacids izomerek képzddése kdzben. A pH fiiggd
CD spektrumok segitették ezen kérdés megvalaszolasat, ugyanis az 520 nm-nél
megjelend pozitiv Cotton-effektus egyértelmii bizonyitéka a C-terminus fel6l indulo
amidnitrogén deprotonalddasnak és koordinacionak. Ennek megfeleléen a NiLH_»

komplexben kialakul a csatolt (5,5)-tagi (S—,N—,N7) kelat, amelyet a hisztidin
imidazol makrokelat koordinacidja egészit ki. Ennek megfeleléen a Ni(Il): AAHAAC-
NH: 2:1 ardnyu rendszerben megjelend dinukledris komplex CD spektruma

: megadhatdo a Ni(Ill):AAHAAC-
NI(||)ZAAHAAC 1:1 Ni(ll):AAHAAC 2:1 NH2 11

aranyu rendszerben
képz6do albumin-szeri
kotésmodi komplex, illetve a
Ni(ll):Ac-DAAC-NH; 1:1
(Nim,N—,N—,S7) donoratomu
komplex CD spektrumainak
Osszegzeésébol. A 33. abra ezt az

Osszegzést mutatja be,

-3,5
33. abra A Ni(ll))AAHAAC 21, a| | L \
Ni(I):AAHAAC 1:1, Ni(ll):Ac-HAAC 1:1 és | dinukledris  komplexében — a
utébbi két CD spektrum Osszegzésébdl nyert | Nikkel(ll)ionok C-terminus
eredo spektrum. régiodjahoz valo kotodését is.

A cink(I)- és kadmium(IT)ionok
albumin-szerti peptidekkel végzett oldategyenstlyi vizsgalatai alapjan ismert, hogy
egyik fémion sem képes indukdlni az amidnitrogének deprotonalodasat és
koordinaciojat. Ugyanakkor a két fémion AAHAAC-NH: ligandummal alkotott

komplexei nagy stabilitasiak, amely stabilitasnovekedés a tiolatcsoport

alatimasztanddé a hexapeptid

koordinacidjaval magyarazhatd, amelyhez mindkét fémion nagy affinitast mutat.
A 34. abra a T00%
cink(1):AAHAAC-NH:: 90% -
AAHAAAHG-OH S 8006 -
multikomponensii  rendszer 370% .

[ZnAH]

predominancia gorbéjét %68% 1
: R £ 50% -
mutatja be. A két hisztidint = 40% -

tartalmazo peptid hasonlo az | F 3q94
altalunk vizsgalt peptidhez | « 20% -

abban az értelemben, hogy a 10% -

eptidva harmadik 0% -

pepicva o 4 5 6 7 8 pH 9
poziciojaban hisztidin

Acojaban NBAUEIM 34 dbra A cink(11):AAHAAC-NH, (A)
talalhato  és  kiilonbozik | AAHAAAHG (B) 1:1:1 ardny rendszerének
amiatt, hogy a tavoli predominancia gorbéje. ¢, =3 mM
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koordinalédé csoport szintén

0. & |12

hisztidin. A predomincia gorbe . \ & 16
alapjan a cink(Il) a ciszteint 2.0

] ) Ala(1) CH-CHs :
tartalmazd peptidhez kotddik 24
lényegesen nagyobb N 2_8§
mennyiségben, jelezve a (7 32
tiolatcsoporthoz valé nagyobb 16
affinitasat. 2D homonuklearis B 8 lao
NMR  segitségével  szintén | a &
. 1 41 38 35 32 29 26 23 20 1.7 14 1.1
igazoltuk a tiolatcsoport ppm
koordinacigjat pH 6,0-nal, ahol a | 35. abra Az AAHAAC-NH: (sziirke) ¢és
ZnLH komplex dominans (35. | ZN(I):AAHAAC-NH; 1:1 ardnyt rendszer
ibra). Ebben a komplexben a (sarga) alifas tartomanyanak WG TOCSY

' spektruma pH = 6,0-on. ¢. = 3 mM

ligandum  (Nim,S7)  kétfogu
koordinacidja valésul meg, ugyanis az N-terminalis alanin CH-CH3 keresztcstcs
gyakorlatilag megegyezik a szabad ligandum megfeleld keresztcsticsaval, jelezve,
hogy a terminalis aminocsoport protonalt.
Mivel az AAHAAC-NH; peptidben az NMR vizsgalatok alapjan megéallapitottuk,
hogy a rendszert jellemz6 deprotonalddasi makroallanddk egyben mikrodllandok is,
igy megadhato az (Nim,S™) kétfogu koordinaciot jellemzo egyensulyi allando értéke a
4.2.2.3. egyenletnek megfelelden:

logk = logB(ZnLH) — pK(NH3) = 6,73 (4.2.2.3)
Ez az érték jo egyezésben van az Ac-HAAC-NH, ZnL komplexe képzodési
allanddjanak az értékével, amelyben szintén az (Nim,S™) donorcsoportok vesznek
részt a fémion megkdtésében.
Hasonl6 viselkedést figyeltiink meg kadmium(Il)ionok esetén is. A 4.2.2.3 egyenlet
értelmében szintén szamolhatd az ezen részecske képzddését jellemzd egyensulyi
allandé, amely 7,34-nek adddott. Osszevetve az Ac-HAAC-NH, CdL komplexének
képzddési allanddjaval (logf = 7,70) ismételten jO egyezést kaptunk, amely
alatamasztja, hogy a protonalt komplexben (Nim,S™) koordinaci6 valoésul meg. Ez a
kétfogu koordinacié a kovetkezménye annak, hogy ligandumfelesleget tartalmazo
oldatban biszkomplexek megjelenése tapasztalhatdé (36. abra). A protonalt
biszkomplexekben a koordinacié szintén (Nim,S™). Az ML. komplexben az N-
terminalis aminocsoport gyengén koordinalt, a folyamatot jellemzd pK érték cink(Il)
esetén 7,67, mig kadmium(Il)ionoknal 7,76 (v0. szabad ligandum pK = 7,72). A
protondlt, illetve a mono- és biszkomplexekre vonatkozd 1épcsézetes stabilitasi
allandok ardnya sem mutat szignifikans valtozast, amely szintén az aminocsoport
gyenge koordinacidjaval, vagy annak hianyaval magyarazhato.
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Lugos pH tartomdnyban, 1
ekvimolaris  oldatban a
. ] =08 - [CdL,]

koordinalt vizmolekula | =™ g [CALH]?*
deprotonalodasa és vegyes | 3 Ca(n

. =06 - [CdL,H,]?*
hidroxokomplexek £
megjelenése kovetkezik be. | Z0,4 - [CAL,H]*
Ez a hidrolizis cink(Il)ionok | =

esetén egy masfél pH 0.2 1 [CdL]y [CdLH 4]
egységgel hamarabb 0.
jatszodik le, mint 4 5 6 7 ) 9 10 pH11
kadmium(II)ionoknal, amely | 36. abra A Cd(II):AAHAAC-NH; 1:2 aranyu
a cink(ll)ionok nagyobb | rendszerben képz6dd komplexek eloszlasa a pH
hajlamat mutatja a hidroxido | figgvényében. ci =2 mM.

komplexek képzddése felé.

Az AHAAAC-NH; ligandum komplexképz6dési folyamatai nikkel(ll)- ¢és
cink(ll)ionokkal nagy hasonlésagot mutatnak, mig jelentés kiilonbség a
kadmium(II)iont tartalmazo6 rendszerek esetén figyelhetdek meg.

Az egyenstlyi vizsgalatok alapjan a nikkel(ll)- és cink(IT)ionokat tartalmazo
rendszerekben csak mononuklearis 1:1 komplexek képzédése irhato le és a cink(ll)-
komplexek képzddése kis mértékben, de preferalt a nikkel(ll)-komplexekhez képest.
Ez a fajta trend azt mutatja, hogy a koordinacios szféraban a tiolat donorcsoport
megtalalhatd, amelynek eredményeképpen a cink(Il)-komplexek kis mértékben
ugyan, de nagyobb stabilitasuak.

Ezt a fajta kotésmodot az UV-

' lathato  spektrumokkal is

— 0,8 - igazoltuk a megfelel nikkel(II)-

% 06 | komplexek esetén. A savas

= oldatban  megjelen6  NiLH

§ 04 komplex kis mennyiségben van

s 02 | jelen, kotésmodjat tekintve vagy

’ az N-terminalis aminocsoport,

0 ‘ : ‘ ‘ : vagy a tiolatcsoport protonalt.

4 5 6 7 8 9 PH 10 | Fzen csoportok  egyikének

37. abra A mkkel(ll):AHAAAC_—NHz _1:1 deprotonalédasa és
aranyt rendszer részecskeeloszlasi diagramja a P .

pH fiigevényében. ¢ = 3 mM koordinacidja nem okoz

valtozast a CD spektrumban,
aminek megfeleléen a NiL komplexben a ligandum haromfogiian, az amino-,
imidazol- ¢és tiolat donorcsoportokon keresztiil koordinalédik a fémionhoz. pH 7,0
felett az egyetlen részecske az amidnitrogén deprotonalodasaval és koordinaciojaval
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képz6dé NiLH_; Osszetételli részecske (37. abra). A folyamatot jellemz6 pK érték
6,52, mig a GlyHis rendszerben 6,03%. Ez a fajta kiilonbség szintén a tiolatcsoport
koordinacidjaval magyarazhato, amely az ML 6sszetételii komplexet stabilizalja és a
peptidvdz  amidnitrogénjének | =
deprotonalodasat és
koordinacidjat a nagyobb pH
tartomany felé tolja. Az UV-
lathatd spektrumok alapjan a

komplex siknégyzetes
geometriagju  és széles pH
tartomanyban uralkodo

részecske. A pH fligg6 CD
spektrumok is alatdmasztottak
ennek a részecskének a
jelenlétét, ugyanakkor lugos pH
tartomanyban a CD spektrumok valtozasa kovetkezik be.

38. abra A nikkel(I1):AHAAAC-NH; 1:1 aranyu
rendszer pH fiiggd CD spektrumai. ¢, = 3 mM

g - Az (NH2,N~,Nin,S™) koordi-
£ |NLHJ© ndciés  moda  nikkel(TD)-
s A komplexre jellemzé 444 nm-
g H-\ == nél  jelentkez6  pozitiv
300 nm) 60 Cotton-effektus a pH
novelésével intenzitas
151 X Y e bsszeg (d) csokkenést mutat, amivel
Ni(II):AHAAAC parhuzamosan egy Széles
pH 11,0 (a) AAAA (b) negativ sav jelenik meg 494
35 nm-nél, amely jellemzdéen a
39. abra pH 11,0-en rogzitett CD spektrum a | tetraalanin-szer(i vagyis
Ni(l1):AHAAAC rendszerben (a), kiegészitve az (NH,,3xN~)  koordinaciéra
(NH2,N~,Nim,S7) koordinéci.éjl'l (b) ésa tgtraalanin utald sav (38. 4bra). Ezen
(NH2,N—,N—,N7) koordinacigjt nikkel(II)- o ,
komplexek (c) CD spektruméval. A (d) spektrum k90rdlnac1os méd
(b) és (c) 55/45 aranyban torténd Osszegzésébol kialakuldsa ugyanakkor nem
adodott. 100%-0s, pH 11,63-on a

komplexben a fémion 55%-
ban  (NH2,N7,Nin,S™) donoratomok altal koordinalt, mig 45%-ban az
(NH2,N7,N7,N7) koordinacios mod valosul meg. Ezt a tetraalanin NiLH_3 komplexe
CD spektrumanak és a Ni(I): AHAAAC-NH; (NH2,N—,Nin,S™) koordinacios modu
komplex CD spektrumanak megfelel6 aranyu Osszegzésével, azok additiv jellege
alapjan hataroztunk meg (39.4bra).
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A nikkel(IT)ionokat feleslegben tartalmaz6 minta CD spektruma lugos pH-ji oldatban
jol mutatja az (S7,N7,N7) kétésmod kialakulasat, de ezzel parhuzamosan a nikkel(II)
csapadék formajaban kivalik az oldatbol, vagyis ellentétben az AAHAAC-NH;
peptiddel, ez a ligandum nem képes két ekvivalens nikkel(IT)iont oldatban tartani,
amely kiilonbség konnyen magyarazhato a tiolatcsoport koordinéaciojaval. Vagyis mig
az AAHAAC-NH: peptidben az albumin-szeri kotésmod mellett a tiolatcsoport
figgetlen kotohelyként viselkedik, az AHAAAC-NH, esetén a mononukleéris
komplexben is kotott a tiolatcsoport, amely gatolja egy Gjabb fémion megkotését. Ezt
a kiilonbséget szemlélteti a két komplex oldatfazisban, DFT segitségével szamolt
szerkezete is. Mig a nikkel(IT)ionok koordinacioja az AAHAAC-NH; ligandumhoz
nem jar a peptidlanc visszafordulasaval, addig a masodik helyen hisztidint tartalmazé
peptid nikkel(Il)-komplexében a tiolatcsoport makrokelat koordinacidja sokkal
kompaktabb komplex szerkezetet alakit ki (40. abra).

A B

B
e Lt

/%

40. abra A nikkel(11):AAHAAC-NH: (A) és AHAAAC-NH; (B) fiziologias pH-n
képz6d6 komplexének szamolt oldatbeli szerkezete. B3LYP/6-311g*

A 41. abra a Ni(Il):Zn(I[): AHAAAC-NH; 1:1:1 aranyu rendszer részecskeeloszlasi
diagramjat mutatja be a pH fliggvényében. Az abran lathato, hogy savas pH
tartomanyban a cink(Il)ionok nagyobb hanyadban kétédnek a ligandumhoz, mint a
nikkel(Il). *H NMR segitségével a savas pH-ju oldatban uralkodé ZnLH és ZnL
komplex szerkezetét sikeriilt 1

azonositani. Ennek megfelelden, 08
hasonloan az AAHAAC-NH; - '
peptidhez, a ZnLH komplexben | £ 0,6
a ligandum a tiolat- és imidazol %
csoportokon keresztiil | = 0%
koordinalédik a  fémionhoz, 0.2
ugyanis a komplexben az N-
termindlis alanin metin- és 0

. . . 4 5 6 7 8 9 10PH11
metil-csoportjanak & jele | 4y 40 A cink(11):nikkel(11):AHAAAC-NH,
megegyezik a szabad | 1:1:1 ardnyt rendszerének predominancia
liganduméval. gorbéje. c. =3 mM
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A kovetkezd 1épésben a ligandum haromfogu koordinacidja valosul meg létrehozva a
ZnL &sszetételi komplexet. Ugyanakkor a 41. abra eloszlasa azt is mutatja, hogy a
Zn(II) > Ni(Il) stabilitasi sorrend az amidnitrogén koordinalt komplex esetén
megfordul, amely azzal magyarazhatd, hogy a nikkel(Il)ionok jelenlétében ennek a
komplexnek a képzddése jobban preferalt.

Az émldn{trogen koordinacio ___His2) CH-CH, 4
a cink(Il)ionokat tartalmazo . —=x9 14

) Lo His(2) CH, _
rendszer 'H spektrumédban L5
drasztikus  valtozast okoz, ¢ oo 20
nevezetesen a  TOCSY ‘/C-"S(G) —— [k
spektrumban jelentkezé A" . prresanll M0
o, : o q : '
1rT11d'flz_ol aromas CH, ( o His(2) CH,-Imy, 2 s
hisztidin CH, keresztcstcs =
valtozasa egyértelmiien jelzia | 44" @ e *
negativ t6ltés megjelenését a S :l T S PEA A
koordinacios szféraban (42. pem )
4bra). Ezt a fajta 42. abra Az AHAAAC’-NI-’|2 (SZLlI'kC)' és
NH, N- N Kotésmodot Zn(1):AHAAAC-NH; 1:1 aranya rendszer (sarga)
(NH2, N, f”‘). | KOtesmOdot |\ a1if4s tartomanyénak WG TOCSY spektruma. ¢ =
szamos, hisztidint masodik | 3 mMm
poziciéban tartalmazo, N-

termindlisan szabad peptid esetén leirtak. Hasonloan a nikkel(II)ionokhoz, az ezt a
folyamatot jellemz6 pK érték 0,5 Ig egységgel nagyobb, mint a GlyHis megfeleld
komplexére vonatkozo érték (pK(ML/MLH_,=6,03%), amely kdzvetett bizonyitékaul
szolgal a tiolatcsoport jelenlétének a koordinacios szféraban. Az AAHAAC-NH;
peptidhez hasonléan az AHAAAC-NH, ligandummal is a kadmium(ll)ionok
képeznek nagyobb stabilitasu komplexeket, a cink(ll) - kadmium(Il) viszonylatban.
A speciaci6 és a koordinacios mod ugyanakkor eltér a nikkel(I)- és cink(II)ionok
esetén tapasztaltakkal. A koordinacié a tiolatcsoport és hisztidin imidazol
csoportjanak kotodésével indul, amely ligandumfelesleg esetén biszkomplexek
megjelenését is lehetové teszi. A kovetkezd 1épés az N-terminalis aminocsoport
deprotonalodésa és koordinacidja, amely altal a ligandum haromfogu koordinacioja
valosul meg. A nikkel(IT)- és cink(II)ionokat tartalmazé rendszerektdl eltérden, a
kovetkez6  protonfelszabadulassal — jar6 1épés nem az  amidnitrogén
deprotonalodasahoz és koordinacidjahoz rendelhetd, hanem a koordinalt vizmolekula
deprotonalodasahoz, ezaltal vegyes hidroxidokomplex képzodéséhez. Ezt a fajta
kotésmodot az TH NMR is alatdmasztotta, ugyanis nem tapasztaltunk olyan drasztikus

kémiai eltolodas valtozast, mint az amidnitrogén koordinalt cink(I1)-komplex esetén.
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4.3.2. Az AAHAAC-NH; és AHAAAC-NH; komplexképzé sajatsagai réz(Il)- és
palladium(Il)ionokkal

Az AAHAAC-NH; ligandum réz(Il)ionokkal meglepé moédon nem mutatott redoxi
reakciot, igy az oldategyensulyi vizsgdlatokat elvégezhettiik a fémiont és ligandumot
1:1 aranyban tartalmazo minta esetén pH 3,6 és 7 kozott. Egyetlen részecske,
nevezetesen a CuLH_; sztochiometriaji komplex van jelen mar enyhén savas pH
tartomanyban, amely hasonloan a nikkel(IT)-komplexhez, az albumin-szeri
koordinacioval képz6dé (NHz,N—,N~,Nim) kotésmodua részecske, amelyben a nem
koordinalédd tiolcsoport protonalt. A komplex feltételezett szerkezetérél a
szarmaztatott stabilitdsi allandok bdvebb informaciot adnak. Az egyensulyi
mérésekbdl a komplex stabilitasi allandoja 8,00(6)-nak adddott, amelyet korrigalva a
nem koordinal6do tiolcsoport pK értékével a 4.3.2.1 egyenletnek megfeleléen

logKarcun-motivum = logﬁ(CuLH_l) - pK(SH) (4.3.2.1)

-0,77-es értéket kapunk. Ezt 6sszevetve az AAHAAHG™ 4.32.2. egyenlet alapjan
szamolt allandojaval

logKarcun-motivum = logB(CuLH_;) —pK(Im) = —0,82 (4.3.2.2)

lathato, hogy a két szarmaztatott allando értéke jol egyezik egymassal, jelezve a két
komplexben az azonos koordinacids modot.

0.4 Mind a lathato, mind pedig a pH
fiiggé CD (43. abra) spektrumok
?’2 egyértelmiien jelzik ennek a
H.; 0 o részecskének a kizarolagossagat
T 400 o | az enyhén savastol a lagos pH
-0,2 e tartomanyig.
pH --4,43 N Az UV-lathato spektrumban 522
-04 —;1;; \_ nm-nél megjelend abszorpcios
06 —10,41 ‘ maximum az (NHz,N=,N= Nin)
43. abra A Cu(ll):AAHAAC-NH, 1:1 aranyq | modra jellemz6 d-d  dtmenet
rendszer pH fiiggd CD spektrumai. c,.=3 mM értéke. A vizsgalt rendszer két

pH-n rogzitett ESR spektrumait a
44, abra mutatja. A spektrum parhuzamos tartomanyabol szamolt hiperfinom csatolasi
alland6 és a g paraméter értékei (A = 201,4-10-4 cm-1 és g = 2,186) szintén az
albumin-szeri koordinaciés modot tamasztjak ala®®, illetve a lugos pH tartomanyban
rogzitett spektrumban semmilyen valtozast nem tapasztaltunk, amely azt jelzi, hogy a
tiolatcsoport nem 1ép sem redoxi-, sem pedig koordinativ kolcsonhatasba a

fémcentrummal. Ezen a ponton fontos megjegyezni, hogy a réz(I)ionok megjelenése
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—amely a redoxi reakcid egy
pH 9,32 kozvetett bizonyitéka lenne—
az  intenzitds drasztikus
csokkenését eredményezné az
4,91 ESR spektrumban, amely
hatast a vizsgalt két pH-n nem
tapasztaltunk.

Palladium(Il)ionok esetén az
AAHAAC-NH; ligandummal
a komplexképzddési

270 290 310 330 H(mT) 350

44, abra A Cu(ll):AAHAAC-NH; 1:1 aranyt
rendszer két pH-n rogzitett ESR spektrumai.
c.=1 mM

folyamatok jelentos
kiilonbséget  mutatnak a
réz(Il)- és nikkel(II)ionokhoz
képest. Nevezetesen harom részecske képzodése irhatd le az egyensulyi adatokbol,
ugyanakkor a képzddési allandok meghatarozasa nem lehetséges a PALH Osszetételt
komplex nagy stabilitasa miatt. Emiatt ezen komplex esetén a stabilitasi allando egy
also hatarértéke adhatdé meg (IgB(PdLH) = 24,00) és ezen allandot rogzitve az egyes
komplexek deprotonalodasi allandoit a 45. abra részecskeeloszlasi diagramja
tartalmazza. Ezen eloszlasi gorbén lathatd, hogy erdsen savas oldatban (pH~2) a
komplexképzddés mar 100%-os és a PALH Osszetételti komplexben az *H NMR
vizsgalatok alapjan a hisztidin imidazol nitrogénje és a tiolatcsoport koordinalja a
fémiont.

A kovetkez6 1épés az N-terminalis aminocsoport koordinacidja, az igy 1étrejové PdL
Osszetételli komplex széles pH tartomanyban uralkodé és a haromfogi koordinacio
képes a fémion indukalt amidnitrogén deprotonalddast és koordinaciot az enyhén
lugos pH tartomanyba eltolni. Ez a fajta komplexkémiai viselkedése a

palladlu”m(H)lon.nak 1g§n 1 PALH]Z PALT

meglepd, ugyanis az egyik

legnagyobb affinitassal :0'8 | PdALH_]
kép_zs _ ké')trrli. 2.1 peptid\i/éz ;‘::0,6 | pKMHH — 3 02

amianitrogenjeit. gy | = ML -

példaul oldallancban E0,4 . Py =7-49

koordinalédo donor- E

csoportot nem tartalmazd 0.2

peptidek esetén az 0 ‘ ‘ ‘ ‘
amidnitrogén  koordinalt 1 3 5 7 9pH
részecske pH 2-3 | 45, abra A palladium(I):AAHAAC-NH; 1:1 arany(
tartomanyban  kialakul”™. | rendszer részecskeeloszlasi diagramja a pH
Ugyanakkor a CD spektrum | fliggvényében. c. =3 mM
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kis intenzitdsa a gyengén savas pH tartomanyban szintén aldtdmasztja az
amidnitrogén koordinacio nélkiili komplex jelenlétét. Drasztikus valtozas a CD
spektrumban csak a lagos pH tartomanyban tapasztalhato.

A 46. abran bemutatott titralasi

PH 1(1) ] F'ﬂ——i gorbe egy ekvivalens extra
9 / ....._.-‘ lugfogyasztd folyamatot mutat a
51 L szabad  ligandum titralasi
6 / gorbéjéhez képest, amely egy
i ) —AAHAAC amidnitrogén jelenlétére utal a
3 ...--"" =Pd(I1):AAHAAC 1:1 koordinaciés szféraban. Ez azt

jelenti, hogy a tiolatcsoport

1 2 3 4 5 6 7 koordinacioi ké
ligekvivalens (¢;;,/Cyg,) oordinacioja cpes
46. abra Az AAHAAC-NH, ¢s a | megakadalyozni az (5,5,6)-tagh
palladium(II)ionokat is tartalmazo rendszer | csatolt kelatrendszer képzddését a
titralasi gorbéi. peptid N-terminusa felé1. Mivel az
amidnitrogénnel az amino, a hisztidin imidazol nitrogén, illetve a cisztein

-2

=
o

tiolatcsoportja is kelatképzo helyzetben van, a koordinacids izomerek szdma megnd.
Emiatt DFT segitségével szamoltuk az egyes koordinacios izomerek egymashoz
viszonyitott relativ energiajat, amelyben a koordinal6dé amidnitrogén peptidvazban
betoltott poziciojat valtoztattuk. A relativ energiaérték szamolasanak egy
reprezentativ példajat a 47. abra mutatja a (4.3.2.3) egyenletnek megfeleléen:
AGioc[PALH_1(N;)] = AGeoe[PALH_1(Ny_5)] (4.3.2.3)

ahol N, s a koordinalt amidnitrogén peptidvazbeli pozicidjat jeloli.

e o

HiC HsC
NH N-

. > A6 = 17,7 kI/mol v Nim
° N\ Nim —» " pa+
Pa*t AR
j: N OQ}'NHz
HsC N -
HZ

HyC

PdLH_,(N,) PdLH_,(N.,)

47. abra A relativ energia szamitasa két koordinacios izomer
kozott a PA(11): AAHAAC-NH; rendszerben.

A 48. abra relativ energiaértékei alapjan egyértelmil, hogy a peptidvaz elsd
amidnitrogénjének koordinacidja preferalt, ebben az esetben a AG;,; értéke
kedvezobb, optimalis Pd-NH>, Pd-N:~ és Pd-S™ tavolsagokkal.
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Ezen komplex optimalt szerkezetét a 49. abra mutatja, kiegészitve a réz(Il) albumin-
szerll koordinacids modjanak optimalt szerkezetével. Mig a réz(Il)-komplex esetén

% 200 162,2 155 7
£ 150
S
< 100 67.0
g 50 17,8
0
N(1) N(2) N(3) N(4) N(5)

48. abra A Pd(I1):AAHAAC-NH; izomerek
egymashoz viszonyitott relativ energiai.

340

49. abra A Pd(II):AAHAAC-NH; N(1)
izomer (fels6) és a Cu(ll):AAHAAC-NH;
albumin-szerti komplexének (als6) szamolt
oldatbeli szerkezete. B3LYP/GEN

50 100
Ag A Ae

0 |1 - 60

10 /\ \ ] - 20
_1oznf\/ 3M 430 Mnm) | 54

-30 Vi - -60

-50 -100
50. 4bra a Pd(ll):AAHAAC-NH; N(1)
izomer mért (folytonos vonal) és szamolt
(szaggatott vonal) ECD spektruma.
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lathatd, hogy a peptidlanc megnyult,
addig a palladium(IT)-komplexben a
tioldt koordinacidja egy sokkal
merevebb szerkezetet ad, amelyet
hidrogén-hid is stabilizal.

TD-DFT segitségével szamitottuk az
egyes Koordinacios izomerek ECD
spektrumat és hasonld megallapitast
tehetlink a kapott spektrumokra,
mint az egymashoz viszonyitott
relativ energidk esetén. Vagyis a
mért €s szamolt ECD spektrumok az
amidnitrogén  koordinalt
komplex esetén adtak egymassal
nagyon j6 egyezést a CAM-B3LYP
funkcional alkalmazasa mellett (50.
abra). Ugyanakkor ismert, hogy a
tiolatcsoport kétfoga ligandumként
is viselkedhet és palladium(Il)ionok

elso

esetén nagy hajlamot mutat oligomer
szerkezetek képzésére 191192 Emiatt
diffazio NMR
vizsgaltuk a szabad ligandum, illetve

s

segitségével

és 5 mM) PdLH_; komplex pH 9,8-
on rogzitett hipotetikus
hidrodinamikai sugarat. A szabad
ligandum diffuzios koefficiense D =
3,35(7)-10° m?stnek adddott,
amelyb6l a hidrodinamikai sugar
0,73 nm. Ez a viszonylag kis méret

magyarazhatd a  ligandumban
kialakulo intramolekuldaris
hidrogénhid halozattal. A
palladium(II) koordinacigja

valtozast eredményez a diffizios
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koefficiensben, nevezetesen Dimv = 1,61(2)-101° m?s?, illetve Dsmw = 1,58(1)-101°
m?s, amely értékekbdl 1,53(2) nm 4tmérdjii hidrodinamikai radiusz szamolhaté. Ez
a méretbeli novekedés a palladium(Il)ionok koordinacidjanak kovetkezménye,
ugyanakkor a viszonylag kis méretndvekedés nem magyarazhato oligomer szerkezet
megjelenésével, ugyanis a mért két koncentracidban a diffuzios koefficiensek jol
megfeleltethetdek egymasnak.

A masodik helyen hisztidint tartalmazo peptid réz(I)ionokkal valé komplexképzddési
folyamatainak megismerésére csak spektroszkopiai modszereket hasznaltunk, kizarva

a lehetséges redoxi reakcid zavard
hatasat az egyensulyi vizsgalatok
alatt. Ennek oka, hogy az
egyensulyi mérések iddskalaja
lényegesen  hosszabb, igy a
komplexképzddés mellett
szamolhatunk egyéb lassu redoxi

reakcioval is.  Spektroszkopiai
vizsgalatok  sordn az  adott | 260 300 H(mT) 340

komplexet kozvetleniil allitjuk els, | 91. abra A 3N koordindcidju
Cu(I):AHAAAC-NH; komplex ESR

spektruma. c.=1 mM

kizarva ezaltal a redoxi reakciokat.

Ezek alapjan a gyengén savas pH
tartomanyban rogzitett UV-lathatd spektrumban 596 nm-nél tapasztalhaté d-d
atmenet hasonléan az N-terminalisan szabad, masodik helyen hisztidint tartalmazo
peptidekhez, a 3 N-es, (NH2,N~,Nim) koordinaciot tamasztja ala, létrehozva ezaltal
egy csatolt (5,6)-tagt kelatrendszert. Ezt a fajta koordinaciés modot az ESR spektrum
is alatamasztotta (51. abra). Hasonloan az AAHA AC-NH: peptidhez, a spektrumban
nem figyeltiink meg intenzitascsokkenést a pH valtoztatasaval, ezaltal a redoxi
reakcio kizarhato. A 3 nitrogén koordinacioja altal a koordinacios szféra telitetlen,
amelyet a tiolatcsoport kotédése teliteni tud és CuLH_1 dsszetételi komplex jelenik
meg. Ennek a fajta komplexnek a | & 3000
képzbédése mind a nikkel(I)- mind | § 2500
pedig a cink(Il)ionokat tartalmazo \zd 2000
rendszerben megfigyelhetd volt, 1500 40 M
ugyanakkor a  donoratomok 1000 zg

belépése a koordinacods szféraba

500 400 600 800
kiilonbozik. Mig a réz(Il)ionok
esettn az ML  Osszetétell 0250 400 550 (nm)700
komplexben a fémiont az N- | 52, 4bra A Cu(ll):AHAAAC-NH; 1:1 aranyu
terminalis aminocsoport, a | rendszer pH 9,8-on rogzitett abszorpcids

hisztidin imidazol nitrogénje és a spektruma. c,.=1 mM
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koztiik 1évé peptidkotés koordinalja, a tiolatcsoport ugyanakkor protonalt, addig a
nikkel(1)- és cink(IT)ionok esetén az ML 0sszetételii komplexet (NHz,Nim,S™)
kotésmod jellemez. Az MLH_; 6sszetételi komplex ennek megfelelden a réz(Il)ionok
esetén a tiolatcsoport koordinaciojaval, mig nikkel(Il) és cink(Il) esetén az
amidnitrogén deprotonalddasaval és koordinacidjaval alakul ki. Nitrogén atmoszféra
alkalmazasa mellett a réz(I)-tiolat toltésatviteli sav megjelenése tapasztalhaté az UV-
lathato spektrumban, amelyet az 52. abra mutat. Ezt a koordinaciés modot kivantuk
modellezni a réz(Il):alanil-hisztidin:N-acetil-penicillamin 1:1:1 aranya vegyes
rendszer vizsgalataval.

Egy vegyes részecske képzodése 1 [CULA,]

[CuLPH_]*
tapasztalhato pH 6 felett, amely _08
részecske képzodését jol mutatja az | £
53. abra eloszlasi gorbéje, illetve az Q 0,6
54, é4bra UV-lathatdo spektruma, éo 4
amely a réz(Il):alanil-hisztidin | = '
rendszer abszorpcids spektrumat 02
abrazolja N-acetil-penicillamin 0 ‘ ‘ ‘
hozzaadasa el6tt és  utan. A 4 6 8 10 pH
spektrum eltolodasa és | 53. abra A Cu(ll):AlaHis(L):NAc-Pen(P)
intenzitasanak nagymértéki 1:1:1 aranyu rendszerének komplexeloszlasa

a pH fiiggvényében. c.=3 mM

novekedése egyértelmilen utal a
tiolatcsoport koordinacidjara, mig

az alanil-hisztidin az amino, amid, 5160

imidazol  donorcsoportjai  altal s

koordinalja a fémiont. w120

A palladium(IT)ionok esetén a 80

komplexképzdodési folyamatok

hasonléak a harmadik helyen 40

hisztidint tartalmazo peptid 0

komplexképzddési folyamataihoz. 200 500 800 A (nm)

Ezen rendszerben is nagy stabilitasa | 54. abra A Cu(ll):AlaHis:NAc-Pen 1:1:1

komplexek képzédnek, igy csak az | aranyt rendszer pH 9,8-on  rogzitett
egyes deprotonalodasokhoz abszorpcids spektruma NAc-Pen hozzaadasa

16tt (fol 1) é ta tott
rendelhet6 pK értékeket tudtuk elou (folytonos vonal) és utdn (szaggato

vonal). c.=3 mM
meghatarozni a PdLH komplex
stabilitasi allanddjanak rogzitése altal. Az NMR spektroszkopiai ugyanakkor tobb
informaciot adott az egyes komplexek szerkezetér6l. Az 55. abra a Pd(11):AHAAAC-
NH; 1:1 aranyt rendszer NMR spektrumanak aromas tartomanyat mutatja be. Az
abran jol lathato, hogy a savas pH oldatban megjelend két imidazol jel
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két koordinacios izomerhez

= u tartozik.  Osszehasonlitva

pH 2,62 - )
az N-terminalis alanin

5 59 metin csoportjat a szabad
M“‘M ligandumot és a fémiont is
7 43 A A tartalmaz6 rendszerekével,

azok kozott jelentés kémiali
eltolodas kiilonbség van.
Ennek megfelelden
mindkét komplexben az N-

9,28 | ® e

A ) i

98 94 90 86 82 78 74 70 66 62 58
ppm

55. abra A Pd(ll):AHAAAC-NH; 1:1 aranyt
rendszer aromds tartomdnyanak valtozdsa a pH
fliggvényében.

Az egyes részecskék: PALHE | PdLA | pdLH_, @

termindlis  aminocsoport

koordinalt, mig a

koordinacids szféra masik

crer

vagy a hisztidin imidazol
nitrogénje talalhato. A kovetkezd 1épés ezek deprotonalddasa és koordinacidja az ML
Osszetétell komplex megjelenésével €s az amidnitrogén deprotonaldodas és
koordinacié ismételten a lugos pH tartomanyba tolodik, amit az aromas imidazol
protonok drasztikus kémiai eltoloddsa egyértelmiien mutat. Az amidnitrogén
koordinalt részecske oldatbeli feltételezett szerkezetét DFT segitségével
meghataroztuk és hasonld kotéstavolsagokat kaptunk, mint a Pd(II): AAHAAC-NH>
N(1) izomere esetén, amely egyértelmiien utal a megegyez6 koordinacios

kornyezetre. Ezen részecske ECD spektrumat dsszevetve a kisérleti spektrummal a
250 és 400 nm hullamhossztartomanyban két atmenetet jo relativ hibaval tudtunk
meghatarozni, a 365 nm-nél megjelend pozitiv Cotton-effektust 4,3 %-os, mig a 267
nm-nél megjelend pozitiv Cotton-effektust 3,0 %-os hibaval.

A két, hisztidint és ciszteint tartalmazé peptid oldategyensulyi vizsgalata alapjan
elmondhato, hogy a hisztidin jelenléte tovabb ndveli a képzddd komplexek stabilitasat
a csak (NH2,S™) koordinacioju AAASSC-NH,, illetve az aszparaginsavat tartalmazo
két peptidhez képest. Ugyanakkor a specifikus peptidszekvencia, amely a harmadik
helyen hisztidint tartalmazé AAHAAC-NH: esetén alakul ki, mar a nikkel(Il)- és
réz(Il)ionok szamara els6dleges kotéhelyet teremt a tiolatcsoporttal szemben. Az igy
kialakulo  (5,5,6)-tagu
palladium(Il)ionoknak, a

csatolt  kelatrendszer mar nem  kedvezd6 a

tiolatcsoporthoz valé6 nagy affinitasa, illetve a
koordinaciobol szarmazd energianyereség képes fedezni a keldthatds okozta
energianyereség mértékét. A masodik helyen hisztidint tartalmazo6 peptid esetén az N-
terminalis csoport feléli koordinacio kedvezményezett mind a réz(II)-, mind a
nikkel(11)- és a cink(IT)ionok szamara is. A donoratomok belépésének sorrendje a pH

novelésével ugyanakkor kiilonbozik a harom fémion esetén. Mig réz(Il)ionok
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jelenlétében az enyhén savas pH tartomanyban mér kialakul a 3 N koordinécioju
komplex és a tiolatcsoport koordinacioja csak pH 7 felett kdvetkezik be, addig a
nikkel(1l)- és cink(Il)ionok esetén a terminalis aminocsoport és az oldallancbeli
donorcsoportok szolgalnak elsddleges kotohelyiil, kialakitva az ML 0Osszetételii
komplexet. A kadmium(IT)ionok ML &sszetételti komplexeiben szintén (NHz,Nim,S™)
koordinacié valosul meg. A harom fémion ML komplexeinek stabilitasi allandoit
Osszevetve az Irwing-Williams sor megfordulasat tapasztaljuk, nevezetes a
kadmium(Il)ionok képezik a legnagyobb termodinamikai stabilitasi komplexeket,
amelyet a cink(ll)- és végiil a nikkel(II)-komplexek kovetnek. Ez a fajta trend
jellemzo a tiolatcsoportot tartalmazé ligandumok esetén és kdzvetett bizonyitékaul
szolgal a tiolatcsoport jelenlétének a koordindcios szféraban. Az 56. dbra ezen
stabilitasndvekedést mutatja be, ahol a kiilonb6z6 koordinaciés moda nikkel(ll),
cink()- és kadmium(II) 1:1 6sszetételii komplexek egyensulyi allandoit tiintettiik fel.
Fontos megjegyezni, hogy ez a fajta trend csak abban az esetben érvényes, ha
makrokelat szerkezetli komplexeket hasonlitunk 0Ossze, ugyanis az (NH2,S7)
kelatrendszer a nikkel(II)ionok esetén a legstabilabb.

10 (NH,,S) (NH,,C00,S) (NH,,N,,..,S)
8
—~6
=
=4
=
2
0
v v v v v H
Oégv O:\S' O:\S' Cfé‘b Og?' N |(| I)
& o o W K Zn(l1)
> \a 9 > Q cd(1)
L ® v S v
56. abra A Ni(ll)-, Zn(11)- és Cd(Il)ionok ML 6sszetételti komplexeinek
stabilitasi allandoi.
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4.3. Két ciszteint tartalmazo peptidek atmenetifém komplexei

A két szintetizalt peptid jelentds kiillonbséget mutat abban az értelemben, a kordbban
eloallitott ligandumokhoz képest, hogy az alanin aminosavakat szerinekre cseréltiik
(6. abra). Ennek legfobb célja az oldékonysdg novelése wvolt, ugyanis a
Kutatocsoportunkban korabban eldallitott nagyobb tagszami, csak alanint és két
ciszteint tartalmazé peptidek gyakorlatilag oldhatatlanok voltak vizben. Az
oldategyensulyi és spektroszkopiai vizsgalatokat ugyanakkor csak kadmium(Il)- és
cink(IT)ionok mellett végeztiik el. Ennek oka, hogy a nikkel(Il)ionok még nagy
ligandumfelesleg esetén is oligomer szerkezetli komplexek megjelenését
eredményezték, igy az egyensulyi és spektroszkopiai paraméterek meghatarozasa
nem volt lehetséges. Masik kiilonbségként emlithetd, hogy az eddig bemutatott
peptidekben (kivételt ez alol az AAASSC-NH:> képez), az egyik kétdhely mindig a

c g ey

« ey

esetben sem sikeriilt kimutatni sem a cink(Il)-, sem a kadmium(II)ionokkal két
amidnitrogén fémion indukalt deprotonalodasat és koordinacidjat harmadik helyen
ciszteint tartalmaz6 szabad N-terminusu peptidek esetén. Mivel a peptid C-terminalis
vége savamid csoportot tartalmaz, a tavoli ciszteinnel nincs lehetéség (S—,07)
koordinacio kialakitasara, ugyanakkor koordinacios kémia szempontbol érdekes lehet
a peptid N-terminalis vége az (NH2,S™) 5-tagu kelat kialakulasa szempontjabol.
Sav-bazis karakteriiket tekintve mindkét ligandum harom deprotonalddasra képes
csoportot tartalmaz, az N-termindlis aminocsoportot, illetve a két cisztein tiol-
csoportjait. A ligandumok pK értékeit a 16. tablazat tartalmazza, kiegészitve a GlyCys
és CysGly ligandumokra vonatkozoé értékekkel. A tablazat adataibol lathatd, hogy a
deprotonalodasi 1épcsdk egymassal jelentds mértékben atfednek, kiilondsen a
heptapeptid esetén, ahol a pK értékek mintegy masfél logaritmus egységen beliil
vannak.

16. tablazat A két ciszteint tartalmazd peptidek, illetve egy ciszteint
tartalmazo dipeptidek deprotonalddasi allandéi (T =298 K, 1 = 0,2 M KCI).

CSSACS-NH: ACSSACS-NH;  GlyCys®® CysGly'88
Részecske  1o0p,, pK logBpgr pK logBpqr ~ PK logBpgr  PK
[HL]- 9213) 921  901(1) 901 948 948 937 937
[HaL] 17,56(1) 835  17,21(1) 8,20 1752 804 1631 6,94
[HsL]* 2406(2) 650  2469(1) 748 2025 273 1944 3,13
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A szabad ligandumok pH fiiggd NMR spektrumai alapjan elmondhato, hogy a jelek
jelentés mértékben atfednek egymassal, amely a mikroallandok meghatarozasat nem
tette lehetdvé, de az egyes csoportok relativ bdazicitisa ennek hidnyaban is
megbecsiilhetd volt.

Ugyanakkor a heptapeptid N-terminusan talalhat6 alanin metil protonjan jol kovethet6
az ammoniumcsoport deprotonalddasa, amely alapjan az elsé pK érték (pK = 7,48)
nagyrészt ezen csoport deprotonalodasdhoz rendelhetd, amelyet a tiolcsoportok
deprotonalodasa kovet két, egymassal atfedd 1épésekben. Ezek koziil a Kisebb pK
érték (pK = 8,20) elsésorban az N-terminushoz kozelebbi tiolcsoport
deprotonalodasahoz rendelhetd, amelyet korabban a GlyCys esetén a mikroallandok
meghatarozasaval is bizonyitottak. A CSSACS-NH, ligandum els6 pK értéke
megndvekedett savassagot mutat a heptapeptidhez képest. Ennek oka, hogy az els6

PHEEE S nn : Cys(D) CH ,MN depr_otonélc')dési lép.és a
PH 619 W e A ] N peptid N-termlnl.lsan

kedvezményezett a 1étrejovo
pH 5.82 b A A b hattagn  intramolekularis
PH5.39 Ml M o hidrogénhid miatt, amelyet a
PH 479 ot s pH fiiggd NMR spektrumok
PH 3.60 s M M

is bizonyitottak, a terminalis
pH 2.64 bl A

cisztein alfa CH hidrogénjén
4.60 4.55 4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 ugyanis €za deprotonélédési

57. 4bra A CSSACS-NH, peptid alifs régiojanak | 16pés jol kovethetd, amelyet
pH fiiggése. c. = 10 mM az 57. 4bra is mutat.

e

o

=
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4.3.1. A CSSACS-NH; hexapeptid cink(Il)- és kadmium(Il)-komplexei

A pH-potenciometria adataibol szarmaztatott stabilitasi allandok a 17. tablazatban
talalhatoak meg. Csak mononuklearis, 1:1 aranyua komplexek irhatoak le, egyensulyi

.....

17. tablazat A CSSACS-NH; és az ACSSACS-NH: cink(I1)- és kadmium(II)-
komplexeinek stabilitasi allanddja (1gBpqr) €s szarmaztatott allandoi (T = 298 K,
I =0,2 M KCI (Zn(I1)) és 0,2 M KNOs3 (Cd(l1)).

CSSACS-NH: ACSSACS-NH:2
Részecske Zn(ll) Cd(ln) Zn(ll) Cd(ln
[MLH]* 16,79(2) 18,87(4) 17,00(4) 19,23(2)
[ML] 12,02(3) 14,38(3) 9,88(7) 11,98(5)
[MLH-1]~ 2,99(9) 3,20(3) 1,92(6) 3,41(5)
[ML2H2] 32,68(4) 34,35(9)
[ML2H]- 24,94(5) 26,40(10)
[ML2]% 16,80(4) 17,29(8)
log Ki/K2 2,96 6,67
log K1/K2(H) 1,32 4,11
pK (MLH/ML) 4,77 4,49 7,12 7,25
pK (ML/MLH-1) 9,03 11,18 7,96 8,57
pK (ML2H2/ML2H) 7,74 7,95
pK (ML2H/ML>) 8,14 9,11

Az MLH o&sszetételi komplexben a ligandum az N-terminalis amino- ¢és
tiolatcsoportjan keresztiil koordinalddik a fémionhoz, létrehozva egy ottagh kelatot.
A képz6dé komplex kiugro stabilitasu és képes indukdlni a tavoli tiolatcsoport
koordinacigjat, vagyis az ML komplex képzodése egy kvazi kooperativ folyamat
eredménye. Ezen C-terminus feldli tiolcsoport deprotonalodasat és koordindciojat
jellemz6 pK érték megnodvekedett savassagot mutat a szabad ligandumhoz képest (17.
tablazat). A stabilitasi allandokat Osszevetve a korabban vizsgalt egyszerii, N-
terminuson ciszteint vagy penicillamint tartalmazo peptidek cink(I1)- és kadmium(II)-
komplexeivel elmondhatd, hogy a hexapeptiddel képz6dd komplexek nagyobb
stabilitastiak, amely a masik tiolatcsoport jelenlétével magyarazhatd a koordinacios
szféraban. Igy példaul az L-cisztein'®® ¢s CysGly188 ZnL komplexeinek stabilitasi
allandoja Igp = 8,20, illetve Igp = 8,15, mig a CysGly*® CdL komplexe Igp = 9,84, a
D-penicilamin®® pedig Igp = 11,53. Ezek a kisebb stabilitasi allandok egyértelmiien
jelzik, hogy a hexapeptid esetén a ligandum haromfogian koordinaloédik a
fémionokhoz.
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A 1étrejové ML 0Gsszetételli komplex széles pH tartomanyban egyediili részecske,
jelentés mértékben gatolja a fémion hidrolizisét és vegyes hidroxidokomplexek
megjelenését. Tovabbi kiilonbségként emlithetd az egyszerti dipeptidekhez képest a

biszkomplexek megjelenésének hidnya még nagy ligandumfelesleget tartalmazo
mintakban is. N-termindlis ciszteint tartalmazo6 dipeptidek esetén ligandumfelesleget

1 ~

Méltort [M(IT)]
o o
o [o0]

o
IS
L

o
N
|

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ -
3 4 5 6 7 8 9pH10
58. abra A CSSACS-NH; peptid Zn(ll)-
(folytonos wvonal) ¢és  Cd(II)-ionokkal
(szaggatott vonal) alkotott komplexeinek
eloszlasa a pH  fliggvényében 1:1
fémion/ligandum aranynal. ¢, =3 mM

tartalmazo rendszerben  nagy
stabilitast biszkomplexek
képzdédnek 2x(S7,NHy)
koordinaciés modddal. Az éaltalunk
vizsgalt rendszerekben ezen
biszkomplexek hidnya szintén a
ligandum haromfogt
koordinacigjaval magyarazhato,

ugyanis a létrejové S-tagu kelat,
Kiegészitve egy
makrokelattal sztérikus okok miatt
akadalyozza egy masik ligandum
belépését a koordinacios szféraba.
Masik okként emlithet6, hogy a

18-tagti

vizsgalt fémionok ezen rendszerekben torzult tetraéderes geometriaval jellemezhetok,

amelyet a tiolatcsoportok koordinacidja okoz.

A stabilitasi allandok alapjan feltételezett részecskék jelenlétét a spektroszkopiai
vizsgalatok is alatdmasztottak. Az 59. abra a szabad ligandumot, illetve a fémionokat
is tartalmaz6 rendszerekben pH 4,00-nal regisztralt NMR spektrumokat mutatja be.

|

@ '«H :
;AJW\A\_J ﬂk_.\,w_ AJ l;

JM“J!'\)%UJ b\

(b)
k"’*"‘J’“J&»'L'LuJJ “‘LJMMVV,,,

=5 JAJI’MMH«I\.,,_J*(_ el L;

N\
© 4

N N

|
/
| NN | ,,J Neoe,

45 43 41 39 37 35 33 3.1 29 27
f1 (ppm)

59. abra A CSSACS-NH; (a), illetve a
Zn(I1)- (b) és Cd(IT)-ionokat (c) tartalmazo
ekvimolaris oldat *H NMR spektruma pH

1.5 1.3

4,00-on rogzitve. c. =5 mM

Az abran jol lathato, 6sszhangban a
speciacios gorbével, hogy ezen a pH-
n a kadmium(IT)ionok
komplexben kotottek, ugyanis a jelek

mar

jelentds szélesedése, illetve az alanin
metilcsoportjanak eltolodasa
kovetkezett be. Cink(II)ionok esetén
az NMR spektrum teljes mértékben
megfeleltethetd a ligandum
spektrumanak, jelezve, hogy a
cink(ll) ezen a pH-n még nem
komplexben kotott. pH 4,6 felett a

cink(IT)ionokat tartalmazo

rendszerben is a jelek eltolodasa és szélesedése figyelhetd meg. Ez a fajta
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tendencia levonhato bel6le. Nevezetesen pH 5 és 10 kozott az NMR spektrumokban
semmilyen jelentés valtozas nem lathato, utalva egyetlen részecske jelenlétére.
Kadmium(ll)ionok jelenlétében 3Cd NMR segitségével bizonyitottuk az ML
Osszetételli komplex koordinacios modjat. Ebben a pontban fontos megemliteni, hogy
a®Cd NMR kémiai eltolodéasa rendkiviil érzékeny a koordinalédé donorcsoportokra,
egy tiolatcsoport koordinacidja akar 100 ppm-mel is eltolhatja a rezonancia
frekvenciat.

Emiatt  el6fordulhat, hogy egy
egyensulyi rendszerben, ahol tobb
részecske 18 jelen van,
rezonanciafrekvenciajuk pedig
egymastol tobb szaz ppm tavolsagra
talalhato, az egyes jelek kozotti kémiai
MMJ csere okozta jelszélesedés miatt az
alapvonalban elvész a detektidlando

458.5  457.0 4555 4511(;“1 4525 451.0 449.5  448.( je|.ACSGI‘ét emiatt be kell fagyasztani
60. abra A Cd(I1):CSSACS-NH; 1:2,5 | (vagy az NMR iddskalajahoz mérten

fémion/ligandum aranyu rendszer 3Cd felgyorsitani), ami trténhet

NMR spektruma DMSO-d® oldatban. ; o g

¢ =25 mM oldoszervaltassal, vagy a homérséklet
L=

valtoztatasaval. Habar a
Cd(11):CSSACS-NH; rendszerben csak egyetlen részecske van jelen széles pH
tartomanyban, detektalhat6 jelet csak DMSO oldatban 1:2,5 fémion ligandum arany
esetén kaptunk. Ennek oka lehet, hogy a haromfogu koordinacié altal a kadmium(ll)
koordinacios szféraja telitetlen és a koordinalt vizmolekula és kiilsé szféras
vizmolekula kozotti csere jelvesztést okoz. A komplex DMSO oldata
megakadalyozza ezt a cserét, hiszen a kiils6 szféraban DMSO talalhato, amely éles
rezonanciajel megjelenését teszi lehetové. A 458 ppm-nél detektalt szingulett jol

megfelel az (NH2,S~,57) koordinaciés médra kozolt irodalmi adatnak!®,
Int[ = ESI-MS segitségével
§ < szintén sikeriilt alatdmasz-
9 o tani a  cink(ll)-  és
5004 [LClY RlcdLcl] kadmium(I1)-rendszerekben
a monokomplex jelenlétét,
reprezentativ példaként a
kadmium(I1):CSSACS-NH;
Py PRI | R IVY SOROPOo ¥ T O YO | Y T rendszer tomegspektruma
600 700 m/z | lathat6 a 61. dbran.
61. abra A Cd(I1):CSSACS-NH; (L) ESI-TOF MS
spektruma negativ modban.
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4.3.2. Az ACSSACS-NH; komplexképzé sajatsaga cink(ll)- és kadmium(Il)ionokkal

A ligandum cink(Il)- és kadmium(IT)ionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi
allandoit a 17. tablazat tartalmazza. A tablazat adatibol jol 1athato, hogy a két fémion
jelenlétében a  komplexképz6dési  folyamatok nagyon  hasonloak. A
ligandumfeleslegben és ekvimolaris oldatban szamolt speciacios gorbe a 62. abran
lathatd. Az eloszlasi gorbék azt mutatjak, hogy a komplexképzddés a protonalt

1= ~~[MLHJ" részecskék (MLoH., illetve MLH)
=08 | \/ MLoH] megjelenésével kezdddik, cink(I)
s esettn pH ~ 4,5-t6l, mig
—=0,6

kadmium(Il)ionoknal pH ~ 3,5-t6l.
Ezekben a komplexekben a
ligandum kétfogi koordinécidja
valosul meg. Mivel a CSSACS-NH;
peptidtdl eltérden itt nincs lehetdség
5-tagh kelat kialakulasara (NH2,S™)
koordinacidéval, az N-terminalis
aminocsoport vagy a tiolcsoport
egyike protondlt. A  protonalt
komplexek deprotonalddasi allandoi
szintén megtalalhatoak a  17.
tablazatban. A 1épcsdzetes stabilitasi

Moltort

Moltort M(I1)

| \ allandok aranya (log Ki/K; és log
3 4 5 6 7 8 9pH10 | Ki/Ky(H)) tovabbi informaciot
62. abra Az ACSSACS-NH; Zn(II)- szolgaltathat a mono- és
(folytonos vonal), illetve Cd(Il)-ionokkal
(Szagga.t (,)tt V Orjf-ll) alkOto.tt kgmplexemek tablazat ezen értékei alapjan a
speciacio gorbéi a pH filiggvényében 1:3 . o
(felso), illetve ekvimolaris (als6) oldatban. kadmium(ll)-komplexek lépcsdzetes
cL=3mM stabilitasi  allandoinak  aranyai

biszkomplexek szerkezetérdl. A 17.

szokatlanul nagyok, amelybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a koordinacios mod a két fémion esetén kiilonbozik. Ez a
kiilonbség eredhet a koordinacios szam kiilonbségébol. Ezen tilmenden adott fémion
esetén a két értéket Osszehasonlitva egyértelmi, hogy a log Ki/K: értékének
novekedése a ligandum haromfogi koordinacidjara utal. NMR spektroszkopia
segitségével tovabbi informacid nyerhetd a koordinaciés modrol. A protonalt
komplexek szerkezetét tekintve az *H NMR spektrumok alapjan a kdzbens6 helyen
1évo alanin metil protonok széles pH tartomanyban, pH 6-10 kozott, semmilyen
valtozast nem mutatnak, mig az N-terminalis alanin metil csoportjanak kémiai
eltolodasaban valtozas ott kdvetkezik be, ahol a szabad liganduméban is. Ezek alapjan
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a protonalt komplexekben a ligandum kétfoguan, a tiolat donorcsoportokon keresztiil
koordinaloédik a fémionhoz és az N-terminalis aminocsoportnak nincs jelentds
hozzajarulasa a fémion megkotéshez. Ezen kétfogti koordinacio kovetkezménye az is
— szemben a hexapeptiddel —, hogy heptapeptid esetén megjelennek a biszkomplexek
is. ESI-MS segitségével ligandumfelesleget tartalmazd mintaban mindkét fémion
esetén kimutattuk a biszkomplexek jelenlétét (63. abra).

Altalanosan tehat az ML Osszetételil

In]t:rsl0 - ? Cd’l_2 komplexekben a ligandum haromfogu
- g g g mert koordinacidja valosul meg, mig az ML,
T 82z Osszetételli  komplexekben  szintén
750 L I , B , .

8 K haromfogt a két ligandum
S00f 2% 58 koordinacidja, de az N-terminalis
= K A h I % \ aminocsoport csak gyengén koordinalt.
2500 G . o L; = ! Ekvimolaris  oldatban egy extra
2000 Ei 3 szémolt lugfogyasztod folyamat MLH-_;
1s00] %% § = Osszetételi komplex  megjelenését
= 2 Zd R eredményezi. Ez a  részecske
S 55 eg; “ cink(Il)ionok esetén pH 7.5 felett, mig
500 K ﬂ H J\ﬁég kadmium(I)ionoknal pH 8 felett
0 A dominans. Megegyez0 sztdchiometridju

680.0 6825 6850 mlz JeTe ,
63. 4bra A Cd(I1):ACSSACS-NH, komplex képzddik 3‘1 hexapeptidet
biszkomplexének mért és szimitott tartalmazo rendszerben is, amely vegyes
izotopeloszlasa. hidroxidokomplex megjelenésével
[CdL2]* = [Cd(Cs2H72N16020S4)* ] magyarazhato, de csak pH 10,2 felett. A

telitetlen koordinacios szféra magyarazna a heptapeptid jelenlétében is ennek a vegyes
hidroxidokomplexnek a megjelenését, de az egyensulyi adatok Gsszehasonlitasa mas
rendszerekkel, illetve a spektroszkopia modszerek kombinalt alkalmazasa mas
folyamatra enged kovetkeztetni.

Egyensulyi tekintetben az ML->MLH_; folyamatot jellemz6 pK érték kiilonbozik a
hexa- és heptapeptid esetén és eltér mas, N- és C-terminalisan szabad, vagy védett Ac-
Xaa-Cys-....- tipusu peptidektdl. Ezen deprotonalodast jellemz6 pK értékeket foglalja
Ossze a 18. tablazat.
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18. tablazat Az ML->MLH_, folyamatot jellemzd

pK értékek egyes cink(l)- és kadmium(ll)-
komplexekben.

Ligandum Zn(Il) Cd(n
ACSSACS 7,96 8,57
CSSACS-NH: 9,03 11,18
Ac-SCHGDQGSDCSI- 7,37 -
NH,*8

AlaCys 10,182 10,83
AlaAlaCys 9,162 10,61

apK(ZnL2/ZnL:H-,)

A tablazat adatai alapjan egyértelmii, hogy a heptapeptid MLH_; komplexének
képz6dése kisebb pH tartomanyba tolodik mas, ciszteint is tartalmazo ligandumok
cink(ll)- és kadmium(IT)-komplexeihez képest, ahol az MLH_; 0Osszetételi
komplexek vegyes hidroxidokomplexek. fgy tehat az MLH-_; sztochiometridju
komplexben az egyensulyi adatok Osszevetése két dologra enged kovetkeztetni: a
komplexben a koordinalt vizmolekula deprotonalédéasa kedvezményezett vagy olyan
lugfogyasztd folyamat jatszodik le a fémion jelenlétében, amely a szabad

Intens. -
s B ZnLH,
4000 °| 2 mért
3000} & =
81352
2000 251 =
2 I
1000 h h A ) g
0 |-
2500 ]
5 ZnLH_,
A £ szdmolt
a
1500 € =2
1000 N R
AR EE
500 A A 82
oL Li.
685 690 695 m/z
64. abra A Zn(ll):ACSSACS-NH, MLH_;
Osszetételi komplexének mért és szamitott
izotopeloszlasa.
[ZnH 1L]=[Zn(C21H35Ns010S2) ]
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ligandumban nem. Ez pedig lehet

a peptidvaz egy
amidnitrogénjének fémion
indukalt  deprotonaldédasa  és

koordinacioja.

A komplexrél tovabbi informaciot
az ESI-MS szolgéltatott. A 64.
abran lathato tomegspektrumot
pH 9,84 rogzitettik mind a
cink(1l), mind pedig a
kadmium(II)ionokat és
ligandumot 1:1
tartalmazo rendszerekben. A mért

aranyban

€s szamitott izotopeloszlas alapjan
elmondhatd, hogy a detektalt
komplex MLH_; sztochiometriaja
nem feleltethetd meg a vegyes

hidroxidokomplex sztdchio-
metriajanak, amely ujabb
bizonyitékul szolgalhat az

amidnitrogén  koordinaciojara.
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Figyelembe véve a peptid szekvencigjat az NHz-Ala-Cys- motivum kiegészitve egy

crer

“y ey

toltés jelentds valtozast kell hogy okozzon az N-terminalis pozicioban 1évé alanin
kémiai eltolodasaban. A 65. abran a szabad ligandum, illetve a cinket(Il) és
kadmiumot(II) tartalmaz6 mintak vizelnyomasos TOCSY spektrumait tartalmazza.

AlaQ)

Ala(1)

- e
Ala@) mAla(l)

g - o

T T T T
4.0 35 3.0 25 20 15 F2 [ppm]

65. ibra Az ACSSACS-NH; (lila), illetve cink(I1)- (kék) és kadmium(IT)-ionokat
(piros) tartalmazo6 ekvimolaris oldatok H-'H WG-TOCSY spektruma pH 9,8-on.
cL=3 mM.

Az abran egyértelmiien lathatd a negativ t6ltés hatasara az N-terminalis alanin metil

csoportjanak drasztikus kémiai eltolédasa a szabad ligandumhoz képest. A
spektrumok kiértékelését jelentdsen megneheziti a fémiont tartalmazo rendszerekben
a jelek szélesedése. Mivel a vizsgalt fémionok diamagneses sajatsaguak, a jelek
szélesedése a transzverzalis, vagy spin-spin relaxacioé gyorsulasat jelzik.

Ennek egyik oka lehet a koordinacios izomerek jelenléte és az azok kozotti csere.
Ugyanakkor a hémérséklet valtoztatdsa nem okoz jelentds valtozast a 0°C - 25°C
hémérséklet tartomanyban, amely arra enged kovetkeztetni, hogy nem a koordinacios
izomerek kozotti csere okozza a jelek szélesedését, hanem a rotacios korrelacios ido
novekedése. A szabad ligandum esetén ez a rotacios korrelacios id6 gyors, a jelek
csatolt kelatrendszer kiegészitve a tavoli cisztein kotédésével csokkenti a lokalis
rotacidos mozgast és egy hosszl, totalis rotacios korrelacios id6 hatarozza meg a

crcr
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A komplexek lassi mozgasa miatt diffizi6 NMR segitségével meghataroztuk a
transzlacios diffuzios allandot és a részecskék latszolagos hidrodinamikai sugarat.
Ennek megfelel6en lugos pH tartomanyban a szabad ligandum diffuzios allandoja D
=4, 5-10° m?s?, amelybdl a latszolagos hidrodinamikai sugar Ry = 0,6 nm. Ez a kis
méret azt mutatja, hogy a szabad ligandum intramolekuléris hidrogénhidak éaltal
stabilizalt, feltekeredett szerkezetli, amely hidrogénkotések feltehetéen a szerin
aminosavak oldallancbeli hidroxilcsoportja miatt alakulhatnak ki. Cink(ll) vagy
kadmium(II) hozz4dad4saval a részecske diffiizios allandoja csokken, Dzy = 3,2:10720
m2sL, illetve Dcg = 2,8-10° m?s™. Ezen értékekbdl a latszolagos hidrodinamikai sugar
Rzn = 0,8 nm, illetve Rcg = 0,9 nm. A latszélagos hidrodinamikai sugar névekedése
arra enged kovetkeztetni, hogy a fémion koordindcidja megtori a ligandum
intramolekularis hidrogénhid halozatat, amely a méret novekedését okozza.
Altalanosan tehat elmondhaté, hogy a 'H NMR segitségével igazolhato, hogy a
cink(ll)- és kadmium(Il)-komplexek hasonlé oldatszerkezettel, igy hasonlo
termodinamikai tulajdonsagokkal is rendelkeznek. A kadmium(I1):ACSSACS-NH.

MLH_; osszetételti komplexének
vizes kozegben szamolt DFT
optimalt szerkezete a 66. abran

lathatdé. Az éabran egyértelmiien
latszik, hogy a fémion egy torzult
tetraéderes geometridval
jellemezhetd, amely a tiolat-

donorcsoportok koordinacidjaval

magyarazhato.

A cink(Il)jionok esctén eddig a | g5 4pra A CA(Il):ACSSACS-NH; MLH_;
fémion indukalt deprotonalodast | ssszetételti  komplexének DFT  optimalt
szabad N-terminalis NHz-Xaa- | szerkezete. B3LYP/GEN

His.. szekvenciaju peptidekben,

illetve egyéb, multihisztidint és aszparaginsavat tartalmazo peptidek esetén mutattak
Ki. Terminalisan védett ciszteint tartalmazé peptidekben hasonl6 koordinacios kémiai
kornyezetben ezt az effektust még nem mutattak ki, igy a folyamat lejatszodasa a
szabad N-terminalis aminocsoport és a két cisztein tiolatcsoportjanak egyiittes
jelenlétével magyarazhatdo, amely megteremti a fémion szdmara kedvezd
(NH2,N—,S7) + S~ koordinaciés modot. Kadmium(II) esetén az irodalomban nem
talalhatd példa fémion indukalt amidnitrogén deprotonalodasra és koordinaciora.
Egyediil a nikkel(IT)ionokkal mutattak ki hasonlé amidnitrogén Koordinalt részecskét
AlaCys, vagy GlyCys szekvenciaju peptidekben. Fontos megjegyezni, hogy C-
terminuson szabad peptidekben a kadmium(ll)ionok stabil 6-tagt kelatot képeznek az
(57,CO007) koordinacio altal. Az ACSSACS-NH: peptidben a C-terminalis rész
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védett, ugyanakkor a specifikus szekvencia az NHz-Ala-Cys- motivummal, amely
kiegésziil egy tavoli tiolat makrokelat koordinacidjaval okozhatja a peptidvaz
kadmium(II) indukalt deprotonéalodésat és koordinéciojat.

Osszefoglalva a két, szabad N-terminust és két ciszteint tartalmazé peptidek cink(II)-
és kadmium(Il)ionokkal alkotott komplexeinek eredményeit, elmondhatjuk, hogy
ezen ligandumok nagyon hatékony fémmegkotonek bizonyultak. A CSSACS-NH;
esetén kialakuld (N,S) 5-tagh kelat kiegészitve a tavoli cisztein kdtddésével nagy
stabilitdsu komplex megjelenését teszi lehetévé. Ez a haromfogu koordinacio teljes
mértékben visszaszoritja a kadmium(II)ionok hidrolizisét, attdl fliggetleniil, hogy a
tetraéderes elrendez6dési kristalytérben a negyedik koordinacios helyet vizmolekula
foglalja el, mig cink(Il)ionoknal is jelentdsen eltolodik ez a folyamat a lagos pH
tartomanyba.

Az ACSSACS-NH; ligandumban ezen csatolt (N,S) kelat kialakulasara mar nincs
lehet6ség, ami miatt mindkét fémion esetén a kéndonoratom preferencia érvényesiil
és a tiolat csoportok szolgaltatjak mind a kadmium(II), mind pedig a cink(Il) szdmara
az els6dleges kotohelyet. Ennek megfelelden ligandumfelesleget tartalmazo oldatban
biszligandumt komplexek képz6dése is tapasztalhatd. Ekvimolaris oldatban
ugyanakkor az N-terminalis aminocsoport és a két tiolatcsoport koordinacidjanak
eredményeképpen az elektronsiiriiség olyan mértékben megvaltozik, hogy az N-
terminustél szamolt els6 amidnitrogén savassaga megnd és egyediilalldo mddon
kovetkezik be a cink(ll)-, illetve kadmium(IT)indukalt amidnitrogén deprotonalddas
és koordinacio.
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4.4. A tiolatcsoport hatasa a vizsgalt peptidek komplexképzoé sajatsagaira

Az eredmények Osszefoglalasa eldtt indokolt olyan altalanos kdvetkeztetések
levonasa, amelyek a C-terminalis tiolatcsoport hatasat mutatjak be a vizsgalt peptidek
atmenetifém komplexeiben. Emiatt a kdvetkezd pontokban fémiononként mutatjuk be
ezen effektusokat.

Nikkel(Il)ionok:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Csak N-terminalis aminocsoportot tartalmazo peptidben a C-termindlis
cisztein tiolatcsoportja az elsédleges fémkdtohely és az aminocsoport
koordinacidja makrokelat szerkezetet eredményez.

Az aszparaginsav peptidvazbeli masodik, vagy harmadik pozicidja mar segiti
a nikkel(IT) kotodését az N-terminalis régiohoz, ez a hatds ugyanakkor még
Osszemérhetd a C-termindlis domén fémionaffinitasaval is, igy izomer
szerkezetek képzddése tapasztalhato.

hogy a fémion elsddleges kotohelye az a domén lesz, ami miatt a tiolatcsoport
kotodése csak akkor valosulhat meg, ha a fémion feleslegben van, vagy ha a
koordinacids szféraja telitetlen.

A fentiek alapjan egyértelmii, hogy az N-terminalis aminosavak minéségének
valtoztatdsaval egy szelektiv szabalyzasra nyilik lehetOség.

Réz(ll)ionok:

(i)

(i)

(iif)

A réz(Il)ionok és tiolatcsoportot tartalmazo ligandumok kozott ismert a
redoxi reakcio, amelynek soran a fémcentrum redukalodik. Ugyanakkor az
albumin-szertt szekvenciat tartalmaz6 ligandumok, mint a vizsgalt
AAHAAC-NH: peptid, képesek védeni a fémiont a redukciotol.

A réz(Il)-tiolat koordinativ kolcsonhatas ugyanakkor megvalosithatd, ha a
fémion koordinacios szférja telitetlen. A vizsgalt AHAAAC-NH; peptidben
a kialakulé (NH2,N~,Nim) koordinacié kelld mértékben megvaltoztatja a
réz(Il)/réz(l) redukcids potencialt, aminek eredményeképpen a tiolatcsoport
redoxi tulajdonsaga hattérbe szorul és a réz(Il) szabad koordinacids helyét
koordinative teliteni tudja.

A fenti effektusok az N-terminuson aszparaginsavat tartalmazo peptidek
esetén nem tudnak megvaldsulni, aminek eredményeképpen a fémion
redukcidja kovetkezik be.
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Palladium(Il)ionok:

(i)
(i)

Palladium(Il)ionok szamara az els6dleges kotohelyet a tiolatcsoport jelenti.
A tiolatcsoport koordindcidjanak eredményeképpen, illetve a terminalis
aminocsoport &s hisztidin imidazol koordinaci¢javal kialakuldo haromfogu
koordinacidval az amidnitrogén deprotonalddas és koordinécio a semlegeshez
kozeli pH tartomanyba tolhato.

Cink(Il)ionok:

(i)
(i)

(iii)

(iv)

v)

A cink(IT)ionok szamara a fémion elsddleges kot6helye a tiolatcsoport.
Emiatt az N-terminalis régioban talalhaté donorcsoportok a képz6dd
makrokelat szerkezetli komplexek stabilitasat az aldbbi donoratom
sorrendben novelik: f-COO™ < Nim < S~

Onmagaban a C-terminalis pozicioban 1évé cisztein tiolatcsoportja és a
terminalis aminocsoport nem képes biszligandumu komplexek képzésére és
ez a megallapitas tehetd az aszparaginsavat tartalmazé peptidek esetén is. A
hisztidin jelenléte ugyanakkor mar lehetévé teszi a biszkomplexek
képzddését. Ennek oka lehet, hogy mivel a cink(Il)ionok esetén nincs
kitiintetett geometria -hiszen a d'° elektronszerkezetnek kdszonhetéen nincs
ebbdl adodd CFSE (kritstalytér stabilizacios energia) energianyeres€g-, az
aszparaginsavat tartalmazo peptidekben tetraéderes geometria alakul ki. Ez az
elrendezddés akaddlyozza egy masik ligandum belépését a koordinacios
szféraba. Ezzel szemben a hisztidint tartalmazo peptideknél mar oktaéderes
geometria valosul meg, aminek eredményeképpen lehetéség van
biszkomplexek képzodésére.

A specifikus AlaHisXaa szekvencia Ilehetévé teszi az amidnitrogén
deprotonalodast, ami miatt a fémion az N-terminushoz kotédik, amelyet a
tiolatcsoport makrokelatja egészit ki.

Hasonlo hatas érhet6 el az AlaCysXaa....YaaCys szekvenciaval is.

Kadmium(Il)ionok:

(i)

(i)

Hasonléan a cink(Il)ionokhoz, a tiolatcsoport az elsédleges fémkotohely,
ugyanakkor a cink(Il), kadmium(Il) viszonylatban utébbi komplexek
stabilitasi allanddja 1-2 log egységgel nagyobb, amely a kadmium(II)
nagyobb S-donoratom preferenciajaval magyarazhato.

Ujabb donoratomok jelenléte a koordinacios szféraban a képzdd komplexek
stabilitasat, hasonloan a cink(IT)-komplexekhez, az f-COO~ < Nin < S™
sorrendben noveli.
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Ellentétben a cink(Il)ionoktdl, biszkomplexek képzédése mar az
aszpraginsavat tartalmazo peptidek esetén is megvalosul, habar itt sincs a
CFSE-bdl szarmaz6 energianyereség.

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

A specifikus AlaCysXaa szekvencia, kiegészitve a tavoli tiolat
makrokelatjaval lehetdséget ad az N-terminustdl szamitott elsé amidnitrogén
deprotonalodasara €s koordinaciojara.
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5. OSSZEFOGLALAS

A biologiai rendszerekben el6forduld fehérjék legfontosabb fémionkotd helyei a
hisztidin imidazol nitrogénje, az aszparaginsav vagy glutaminsav karboxilatcsoportja,
illetve a cisztein tiolatcsoportja. A fémionok ezen oldallancokhoz kotddve tudjak
betolteni enzimatikus vagy szerkezetalakitdé funkcidikat vagy éppen szerepet
jatszhatnak bizonyos neurodegenerativ betegségekben. Ezen funkcidok pontos
megértéséhez ugyanakkor elengedhetetlen olyan kistagszamu peptidek vizsgalata,
amelyek elkiiloniilten tartalmazzak a fémionok legfontosabb kotohelyeit. A modern
szervetlen kémiaban emellett egyre nagyobb teret hdditanak az elméleti kémiai
szamitasok is, azonban a fémion — kistagszamu peptid rendszerekre mé€g nem sok
esetben alkalmaztak.

fgy munkank elsé felében célul tiiztiik ki nikkel(IT)-komplexek elméleti kémiai
vizsgalatat stirliségfunkcional-elmélet alkalmazéasaval, annak érdekében, hogy vélaszt
adjunk arra, hogy egy adott rendszer mennyire jol vizsgalhaté ezen modszerrel, illetve
TD-DFT segitségével kivantuk egyes komplexek UV-lathatd spektrumat szamolni.
Ennek érdekében egyensulyi és spektroszkopiai modszerekkel mar széles korben
jellemzett rendszerek vizsgalatat végeztiik el, nevezetesen a nikkel(Il)ionok négy
egyszerli oligopeptiddel (glicil-glicil-glicin, glicil-glicil-glicil-glicin, glicil-glicil-
hisztidin és glicil-glicil-cisztein) alkotott siknégyzetes, diamagneses karakterii
komplexeit vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a DFT modszer alkalmas ilyen kistagszamu
peptid fémion kolcsonhatasok vizsgalatdra. Osszesen hét kiilonbdzd funkcionallal
def2-TZVP baziskészlet alkalmazasa mellett végeztiik el a lugos pH tartomanyban
képz6d6, maximalisan koordinalt nikkel(II)-komplexek geometriaoptimalasat gaz,
illetve PCM oldészermodell alkalmazasa mellett, ahol az oldoszer viz volt.
Megallapitottuk, hogy az egyes funkcionalok alkalmazésa nincs jelentds hatassal a
kiilonb6z6 mddon szamitott nikkel(I) donoratom tavolsadgokra, illetve kotésszog
értékekre. Egy esetben rendelkezésiinkre alltak egykristaly diffrakciobol szarmazo
tavolsagadatok és kotésszog értékek is, amelyek jo egyezésben voltak a szamitasokbol
nyert paraméterekkel.

TD-DFT segitségével szamitottuk az optimalt komplexek UV-lathatd spektrumat.
Osszesen kilenc funkciondlt teszteltiink két baziskészlettel. A kapott spektrumokat
Osszevetettiik a kisérletileg kapott spektrumokkal és megéallapitottuk, hogy a HSE06,
PBEO funkciondl, illetve az ahhoz nagyon hasonld6 mPW1PW91 funkcional rendkiviil
jo relativ hibaval adja vissza a kisérleti spektrumot, de a gradienssel korrigalt B3LYP
és B3P86, valamint a tavolsag szeparalt CAM-B3LYP is jol alkalmazhaté ilyen
rendszerekben spektrumszimuldciora. Megallapitottuk, hogy bar a LANL2DZ
baziskészlet jelentdsen lerdviditi a szamitasi id6t, amely gyakorlati szempontbol
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fontos lehet, az abszorpcids maximumok relativ hibai ezen baziskészlet alkalmazasa
mellett tobb esetben nagyobbak, mint a def2-TZVP esetén. Ezek alapjan altalanosan
elmondhaté, hogy a DFT modszer alkalmas kistagszamu peptid fémion
kolesonhatasok vizsgalatara, illetve spektrumszimulaciokra, igy a tovabbiakban jol
alkalmazhato 0j rendszerek spektralis tulajdonsagainak értelmezésében is.

Munkank masodik felében kiilonbozd, C-terminuson ciszteint tartalmazo peptidek
komplexképzd sajatsagait vizsgaltuk atmenetifémionokkal. Ennek soran arra kerestiik
abban az esetben, ha a peptid N-terminalis régidja is er6s fémkoté domént tartalmaz.
Ennek legegyszeriibb ligandumat a csak N-terminalis aminocsoportot tartalmazo
AAASSC-NH; jelentette. Megallapitottuk, hogy a C-terminalis cisztein
horgonycsoportként koti a nikkel(IT)iont, eldsegitve a megel6z6 amidnitrogének
deprotonalodasat és  koordinaciojat.  Ezzel szemben a cink(ll)- ¢és
kadmium(IT)ionoknal csak kétfogi (S,N) koordinacié valosul meg és a savas pH
tartomanyban megjelend protonalt komplexben a tiolatcsoport a fémionok elsddleges
kotohelye.

A két, aszparaginsavat is tartalmazd peptid esetén a karboxilatcsoport kotddésének
eredményeképpen az N-terminalis régido is preferalt kotéhelyként szolgal
nikkel(Il)ionok szamara és az enyhén savas pH tartomdnyban, illetve semleges és
ahhoz kozeli pH-n 6 kotohelye a fémionnak. Ligos pH tartomanyban a tiolatcsoport
deprotonalodasanak hatasara koordinacios izomerek megjelenése tapasztalhato,
amelyben mind az N-terminalis, mind pedig a C-terminalis doménhez ko6tédik a
fémion. CD spektroszkopia segitségével az egyes izomerek szizalé¢kos ardnya is
megadhato volt. A cink(Il)- és kadmium(Il)ionokat tartalmazé rendszerekben a
ligandum haromfogti koordinacidjaval képz6d6 komplexek nagyobb stabilitasuak,
mint a csak (NH2,S™) koordinacioju AAASSC-NH; peptid esetén. Ezen
komplexekben a tiolatcsoport és a karboxilatcsoport a fémionok elsddleges kotohelye,
amelyet az aminocsoport deprotonalddasa és koordinacidja kovet. Ez a haromfogu
koordinacié a cink(Il) tetraéderes elrendezddési koordinacids szférajaban nem teszi
lehetové biszligandumu komplexek megjelenését, ugyannakor a kadmium(II)ionokat
tartalmazo rendszerben a fémion oktaéderes geometridjanak koszonhetéen mar
biszkomplexek képzodését is kimutattuk.

A hisztidint és ciszteint is tartalmazoé peptidek nikkel(II)-komplexeiben az N-
terminalis régié preferenciaja egyértelmii a 1étrejové (NH2,N—,Nim) vagy
(NH2,N7,N7,Nim) koordinalt részecske megjelenése miatt. Az utobbi albumin-szerii
kotésmod eredményeképpen a peptid C-terminusanak cisztein tiolatcsoportja egy
masik fémion fliggetlen kotohelyéiil szolgal, mig elobbiben a koordinacios szféra
telitetlen, amelynek eredményeképpen a tavoli tiolatcsoport koordinacidja valéosul
meg makrokelat szerkezetii komplexet 1étrehozva.
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A cink(ll)ionok AHAAAC-NH; peptiddel alkotott komplexeiben a komplexképzOdés
hasonl6 a nikkel(Il)ionoknal megfigyelt tapasztalatokhoz, a specifikus NH>-Ala-His-
Xaa.. szekvencia lehet6vé teszi az N-terminus feléli els6 amidnitrogén
deprotonalodasat és koordinaciojat, amelyet a tiolat kotddése egészit ki makrokelat
szerkezeti komplexet lértrehozva. Hasonlo hatast a kadmium(II)ionok esetén nem
figyeltink meg. Ugyanakkor az imidazol koordinacidja noveli a képzodé CdL
komplexek stabilitasat, valamint biszkomplexek képzodését is tapasztaltuk mind az
AHAAAC-NHz, mind pedig az AAHAAC-NH; rendszerben.

A fent emlitett két ligandum komplexképzd sajatsdgait palladium(Il)- és
réz(Il)ionokkal is vizsgaltuk. A réz(Il)ionok a vizsgalt pH tartomanyban nem mutattak
redoxi reakciét a tiolatcsoporttal, holott hajlamuk igen nagy ra. Ez azzal
magyarazhato, hogy az AAHAAC-NH; ligandummal enyhén savas pH tartomanyban
kialakul6 albumin-szerii koordinacié képes védeni a réz(Il)ionokat a tiolatcsoport
az AHAAAC-NH; peptidben kialakuli (NH2,N7,Nim) koordinaciét a tiolat
kotodésével 1étrejové makrokelat egésziti ki, amelyet egy vegyes rendszer
vizsgalataval is igazolni tudtunk. Palladium(II)ionokndl az albumin-szeri (5,5,6)
csatolt kelatrendszer kialakulasara nem volt lehetdség a tiolatcsoport koordinacidja
miatt. Ennek megfeleléen csak egy amidnitrogén koordinacioja valosult meg, amelyet
a szamitott és mért ECD spektrumok jo egyezésével is bizonyitani tudtunk. Az
AHAAAC-NH: peptid palladium(Il)-komplexeiben a komplexképz6dési folyamatok
hasonloak a cink(Il)- és nikkel(Il)ionoknal tapasztaltakhoz, habar a képz6do
komplexek stabilitdsa szamottevéen nagyobb. Erdekes tény mindkét ligandum
palladium(Il)-komplexeit illetden, hogy az amidnitrogén deprotonalodas és
koordinacié a haromfogti (NH2,Nin,S7) koordinacié miatt eltolédott pH ~ 6
tartomanyba, amely igen szokatlan a korabban vizsgalt palladium(II)-peptid
rendszerekben tapasztaltakhoz képest. Egyszeriibb peptidekben az amidnitrogén
koordinalt részecskék mar erésen savas pH 2-3 kozotti tartomanyban kialakultak.

A két, két ciszteint tartalmazd peptid (CSSACS-NH; és ACSSACS-NHy) esetén
vizsgalataink csak a cink(Il)-, illetve kadmium(ll)ionokat tartalmaz6 rendszerekkel
torténtek. Az N-terminalis ciszteint tartalmazé peptidben (CSSACS-NH,) az amino-
és tiolatcsoport koordinacidjaval lehetdség van oOttagu kelatgylri kialakulasara,
amelyet a tavoli cisztein koordinacidja egészit ki. Ez nagy stabilitasti komplexek
megjelenését eredményezi, mely széles pH tartomanyban gatolja a fémionok
hidrolizisét, illetve megakadalyozza biszkomplexek képzddését is. Ezzel szemben a
masodik helyen ciszteint tartalmazé peptid kadmium(l1)- és cink(IT)ionokkal alkotott
komplexeiben nincs lehetdség ezen kelatrendszer kialakuldsara, ami miatt a cink(II)-
és kadmium(II) S-donoratom preferenciaja érvényesiil. Ezért a komplexképzddés
soran a fémionok elsddleges kotohelyei a tiolatcsoportok, amelyet az N-terminalis
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aminocsoport koordinacidja kovet. Ez ligandumfelesleget tartalmazo oldatokban
lehetové teszi biszkomplexek képzddését is, ekvimolaris oldatban ugyanakkor
specialis komplexkémiai viselkedést eredményez, nevezetesen a kadmium(Il)-, illetve
cink(Il) indukalt amidnitrogén deprotonalodast és koordinaciot.

Eredményeink alapjan bemutattuk, hogy hogyan valtoztathato a peptid N-, illetve C-
metalloproteinekben, metalloenzimekben hogyan alakulnak ki azon szelektiv
kotésmodok, amelyekkel egy enzim betdltheti aktiv funkciojat. Masrészt a modern
bioszervetlen kémiaban egyre gyakoribb tin. de novo tervezett peptidek, illetve olyan
un. chimera tipust peptidek tudatos tervezésére nyilik lehet6ség, amelyben akar a
dolgozatban bemutatott szelektiv szabalyozason keresztiil irdnyithaté a fémion
peptidekhez torténd kotddése, affinitasa.
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6. SUMMARY

The imidazole nitrogen of histidine, the carboxylate group of aspartic or glutamic
acids and the thiolate group of cysteine are the most important metal binding sites for
proteins in biological systems. The metal ions bounded to these side chains are able
to operate their enzymatic or structural functions and may play role in
neurodegenerative disorders. For better understanding of these interactions it is
indispensable to investigate small modelpeptides containing separately these metal
binding domains. In the case of modern inorganic chemistry the interpretation of
results based on theoretical chemistry is frequently used, but, the interaction between
metal ions and small peptides have been rarely investigated by using this method.
Based on this fact our first goal was to investigate the complex formation processes
between nickel(11) and peptides using DFT methods. TD-DFT studies have also been
performed to predict the electronic absorption spectra of the complexes formed in the
systems. The investigated systems have been characterized earlier using equilibrium
and spectroscopic methods. These complexes were square planar, diamagnetic
nickel(I1) complexes with oligopeptides (glycyl-glycyl-glicine, glycyl-glycyl-glycyl-
glycine, glycyl-glycyl-histidine and glycyl-glycyl-cysteine).

Based on our results, DFT method is a suitable technique for investigating metal ion
oligopeptide interactions. Seven different functionals have been tested using def2-
TZVP basic set to optimize the geometry of the complexes formed both gas phase and
in agueous media using PCM model. The coordination sphere of the nickel(ll)
complexes was saturated. We have also determined that the use of different
functionals has no significant effect on the calculated distances and angles between
nickel(Il) and donor atoms. In one case these properties could be compared with the
experimental data determined by X-ray crystallography. These values were in good
agreement with the data calculated by DFT. With the help of TD-DFT the electronic
spectra of the complexes formed in the investigated systems have been determined.
The calculated spectra were compared with the experimental one and our results
indicated that the use of HSE06, PBEO and mPW1PW091 are able to predict the
experimental spectra with a very good relative error. Moreover, the gradient-corrected
B3LYP and B3P86 and the range separated CAM-B3LYP functionals are suitable to
simulate the electronic spectra. Although, the application of LANL2DZ basic set can
decrease the time of the calculations that may be important from practical point of
view, the relative errors of absorption maxima are relative higher than those
determined using def2-TZVP basic set. In general, we can conclude that the DFT
method is suitable for investigating peptide metal ion interactions and to calculate the
electronic spectra of the complexes.
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In the second part of our work the complex formation processes of different peptides
containing cysteine on C-termini have been investigated with several transition metal
ions. We were interested in how the metal binding ability can be modified if the N-
terminal part of the peptides contains strongly coordinating domain.

The simplest ligand from this work contains only free terminal amino group and
thiolate group of cysteine (AAASSC-NH;). We have determined that the
deprotonation and coordination of peptide amide nitrogens starts from the thiolate
anchoring group that was completed by macrochelation of N-terminal amino group.
In contrary, in the zinc(ll) and cadmium(ll) containing systems the ligand binds
bidentate via (S,N) donor groups, nevertheless, the thiolate group is the primary metal
binding site in acidic pH range.

For the two peptides containing separate aspartyl and cysteinyl residues, the binding
of the B-COO~ results in the preference of binding of N-terminal domain for nickel(I1)
in the acidic and neutral pH range. However, the deprotonation of thiolate group
results in the formation of coordination isomers, where the metal ion was bounded on
the N- and C-terminal part of the peptide as well. Using CD spectroscopy the
percentage distribution between the two domains could also be calculated. The
zinc(I1)- and cadmium(ll)-complexes of these ligand have higher stability via
tridentate coordination than those of complexes formed in the AAASSC-NH,
containing system with (N,S) donor set. In these complexes, carboxylate group and
thiolate group are the primary metal binding sites and by increasing pH, the amino
group also takes place in the coordination. This binding mode is able to hinder the
formation of bis(ligand) species in the zinc(ll) containing system because of the
tetrahedral coordination sphere, however, the formation of bis(ligand) complexes was
observed in the cadmium(ll) containing system where cadmium(ll) has octahedral
coordination geometry.

The peptides containing both histidyl and cysteinyl residues easily form (NHz,N~,Nim)
and (NH2,N—,N—,Nim) coordinated species with nickel(ll) indicating the preference
for binding to the N-terminal region of the peptides. The latter albumin-like
coordination mode results in independent metal binding site of the C-terminal part of
the peptide in the excess of nickel(ll). However, in the case of (NH2,N~,Nin) donor
set, the coordination sphere is unsaturated that can be completed by macrochelation
of distant thiolate group. In this case the formation of dinuclear nickel(Il) species is
hindered.

The complex formation processes of zinc(11) with AHAAAC-NH; are similar to those
observed in the nickel(Il) containing system. Namely, the specific NH2-Ala-His-
Xaa... motif is able to bind zinc(Il) via (NH2,N~,Nim) donor set that was completed
by binding of thiolate. Similar effect has not been observed in the case of
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cadmium(ll)ions. However, the coordination of imidazole N increases the stability of
[CdL] complex and the formation of bis(ligand) species was also observed.

The complex formation processes of the above mentioned ligands have been
investigated with palladium(I1)- and copper(ll)ion as well. In the case of copper(ll)
the redox reaction between the metal ion and thiolate group was not observed,
although, thiolate groups usually have a high affinity for reducing copper(ll). The lack
of this redox effect can be explained by the formation of albumin-like coordination
with AAHAAC-NH: peptide. This binding mode is able to protect the metal ion from
the reduction of thiolate group due to the change of reduction potential of Cu(11)/Cu(l).
In contrast, AHAAAC-NH; ligand forms (NH2,N—,Nim) + S~ coordinated species with
copper(I). This binding mode was proved by the investigation of ternary system, too.
In the presence of palladium(Il) the formation of albumin-like (5,5,6)-membered
fused chelate system is hindered because of the coordination of thiolate group. Based
on this fact, the coordination sphere of palladium(ll) contains only one amide
nitrogen. The existence of this species was also confirmed by TD-DFT where the
calculated and experimental ECD spectra were in good agreement. The complex
formation processes of AHAAAC-NH; with palladium(ll) are similar to those
obtained in the nickel(1l) and zinc(l1)-containing systems, however, the palladium(Il)
complexes have the highest thermodynamic stability. It is a very interesting
coordination behavior that the deprotonation and coordination of peptide nitrogen
shifted into the slightly acidic pH range because of the tridentate (NH2,Nim,S™)
coordination mode. This effect is unusual compared with the palladium(l1)-peptide
systems studied earlier where the formation of species containing peptide nitrogen in
the coordination sphere were observed around pH 2-3.

In the case of peptides containing two cysteinyl residues (CSSACS-NH,, ACSSACS-
NH;) we focused on the complex formation processes with zinc(ll)- and
cadmium(llions. For the peptide containing cysteine on the N-termini there is a
possibility to form 5-membered chelate system with the (NH2,S™) donor set. It could
be completed by macrochelation of distant thiolate group. This coordination
environment results in complexes with outstanding stability and able to hinder the
hydrolysis of metal ion and the formation of bis(ligand) species. In contrast, there is
no way to form chelate system in the case of zinc(Il)- and cadmium(ll) complexes of
ACSSACS-NH;. Based on this fact, the primary metal binding sites are the thiolate
groups because of the high affinity of cadmium(Il) and zinc(ll) for binding thiolate
and the following step is the binding of amino group. In the case of excess of ligand,
bis(ligand) complexes were formed, while in equimolar solution a very exclusive
coordination behavior was observed, namely, the cadmium(ll)- and zinc(ll) induced
deprotonation and coordination of peptide nitrogen.
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Based on our results it was introduced how the metal binding ability can be modified
on the N- or C-terminal domain of the peptide. This gives possibility for deeper
understanding of the selective binding modes existing in metalloproteins and
metalloenzymes. Moreover, using specific peptide sequences that was demonstrated
earlier it is possible to design the so-called de novo or chimera peptides where the
binding and affinity of the metal ion to the peptides may be controlled by selective
regulation.
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