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1. Bevezetés

A modern bioszervetlen kémia egyre elterjedtebben hasznalt moddszere a biologiai
rendszerek vizsgalatara, hogy a nagyméreti metalloproteinek ¢és —enzimek fémkoto
tulajdonsagait elsé kozelitésben kisebb oligopeptidek segitségével modellezi. Eszerint az
adott metallofehérje feltételezett fémkotd centrumahoz rendelhetd peptidszakaszt allitjak eld,
s az ezekkel a viszonylag kisméretii peptidekkel képz6ddé fémkomplexek oldategyensulyi —
szerkezeti ¢és kinetikai tulajdonsagait tanulmanyozzak. A megkozelités hatalmas eldnye, hogy
a biologiailag meghataroz6 fémkotd sajatsagok egyszerien vizsgalhatok és szadmszeriien
jellemezhetdk anélkiil, hogy megteremtenénk a nativ, sejtszintli kornyezetet. S bar ez egyuttal
a modszer Kkorlataira is ramutat, mégis ez lehet az elsé 1épés a biologiailag aktiv
metallofehérjék miikodési mechanizmusanak megismerése felé.

Tudoméanyos didkkéri munkdm sordan ezen modszert alkalmazva probaltam meg
Osszefoglalni egy az emlésok korében, igy az emberben is fellelhetd cink-transzporter fehérje
(ZnT3) fémionkotd sajatsaganak  jellemz6éit. A human ZnT3  cink-transzporter
tanulmanyozasat az az Gjkeletli felfedezés teszi érdekessé, miszerint mitkodésiik kapcsolatban
allhat az Alzheimer-koér kialakulasaval. Az altalunk vizsgalni kivant kot6hely reprezentalasara
a munka soran két modellpeptidet alkalmaztunk, amin keresztiil tanulmanyozhat6 a fémkotd

szegmens szerkezetének hatasa a képz0doé komplexek stabilitdsara.

Kulcsszavak: cink-transzporter, fémkotd hely, peptidkomplexek, ciklikus peptid



2. Irodalmi el6zmények

2.1. A cink-transzporterekrdl

A cink-transzporter fehérjék egy olyan transzmembran fehérjecsalad tagjai, melynek
feladata az eukaridta szervezetekben a Zn”" ionok sejtmembranon valé atjuttatisa [1]. A
cink(IT)ionok, amellett hogy a genetikai informécioatadasban jatszanak fontos szerepet, és
szamos hidrolitikus folyamat katalizdlasaban vesznek részt metalloenzimek részeként, az
ideg-ingeriiletvezetésben is feladatot kapnak (neuromodulator), ez magyarazza magas
koncentraciojukat az idegsejtekben [2].

Az eml6ésokben taldlhatd cink-transzporterek szerkezeti €s funkciondlis szempontbol két
nagyobb csaladba sorolhatok. A ZIP (Zrt- and Irt-like Proteins) fehérjék vagy a sejten
kiviilrél, vagy a sejten beliili organellumokbodl juttatnak cinket a citoszolba [3]. Ezzel épp
ellenkezd iranyu transzportot végeznek a ZnT (Zinc Transporter) fehérjék, a citoszolbol a
sejten kiviili térbe vagy az organellumokba széllitjak a cinket. Mind a ZnT, mind a ZIP tipust
cink-transzporterekre jellemzd, hogy a citoplazma fel6li oldalon két transzmembran részt
Osszekotd szakaszukban egy hisztidinben gazdag szekvenciat tartalmaz6 hurokkal
rendelkeznek, melyhez az irodalom lehetséges fémkotdé funkciot rendel [4]. Az ilyen modon

felépiilé ZnT fehérjék sematikus szerkezetét az 1. abra szemlélteti.

citoplazma

His-gazdag hurok Zn2+

1. abra: A ZnT fehérjék sematikus szerkezete €s a cinkion aramlés iranya.

A human ZnT3 cink-transzporter fehérje az agy preszinaptikus glutamaterg vezikuldinak
membranjaban talalhato; miikddése soran ezekben Zn?* ionok felhalmozodnak fel, melyek
adott koriilmények kozott kijuthatnak a szinaptikus térbe [5]. A human ZnT3 fehérjével
kapcsolatos kutatasok eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy ezeknek a fehérjéknek a
miitkodése kapcsolatban allhat az Alzheimer-kor kialakulasaval. A korra jellemz6 plakkok

crer

feltételezés szerint eldsegit a fenti vezikulakbol kilirtilé és a szinaptikus térben atmenetileg



felhalmoz6do cink(l)ionoknak a viszonylag magas koncentracidja [6]. Ez alapjan a ZnT

fehérjék mikodésével szoros Osszefiiggésbe hozhato a plakk-képzddés (2. abra).
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2. abra: A cinkionok sorsa a szinaptikus térben.

Ezt az Osszefiiggést kivantak vizsgalni azok a kutatok, akik Alzheimer-korral
mesterségesen megbetegitett (transzgenikus) egerek kognitiv képességeit vizsgaltdk a ZnT3
fehérjéjik ,kititése” utan (ZnT3 fehérjével nem rendelkezd, un. ,,ZnT3 KO” egerek). A
vizsgalatok eredményébdl kideriilt, hogy az ilyen egerek nem mutattak kognitiv zavarokat,
ellentétben a teljesen hasonld koru, szintén megbetegitett, de miikodo ZnT3 fehérjével
rendelkez6 egerekkel [7]. Ez azt sugallja, hogy amennyiben a ZnT3 cink-transzporter fehérjét
szabalyozni tudnank, hatassal lehetnénk az amiloid-plakkok képzddésére, és talan az ezzel

parhuzamosan fellépé emlékezési rendellenességekre.

2.2. A human ZnT3 feltételezett femkoto helyei

A ZnT cink-transzporter fehérjék haromdimenzios szerkezete és molekularis szintli
miikddési mechanizmusa nem ismert, igy a human ZnT3 fehérjéé¢ sem. A kozelmultban az
SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén kutatasok kezdddtek a ZnT3 fehérje
fémkoto sajatsagainak felderitésére. Az irodalmi forrasok azt feltételezik, hogy a ZnT fehérjék
els6dleges fémkotod helye a (mar emlitett) IV. és V. transzmembran szakaszok kozotti hurok
hisztidin-gazdag része (MBS1, 3. abra) [4]. Ugyanakkor ennek ellentmond, hogy a fenti hurok

szekvencidja, a benniik 1év hisztidinek szdma az egyes szdvetspecifikus ZnT-k esetén igen



valtozatos (pl. a human ZnT3, ZnT1 és ZnT5 fehérjék megfelelé hurokjaban 3, 9 illetve 15
His alegység talalhato). Masfeldl, a ZnT fehérjék szamos egyéb jol megdrzott szekvenciat
tartalmaznak, amelyek potencialisan nagy stabilitassal kothetnek meg fémionokat: az
emberben, egérben ¢és marhaban talalhatdé ZnT3 citoplazmatikus C-terminalis része egy
metalloproteinaz-szerit HDXHXgH (MBS2) szekvenciat, az N-terminalis rész pedig, az ember
¢s néhany emldsallat ZnT2 ¢és ZnT3 fehérjéje esetén a —HHCH- (MBS3) motivumot
tartalmazza [8].

3. abra: A ZnT fehérjék feltételezett fémkotd helyei (MBS1, MBS2 és MBS3).

Kutatécsoportunk a fenti harom szakasz fémkotd sajatsagainak tanulmanyozasat tiizte ki
célul. Tudoméanyos didkkori munkam soran az MBS1 kot6helyet modellezé peptidek
vizsgalataval ezen kutatdsba kapcsolodtam be. A kotéhely tanulméanyozisa kapcsan
vizsgaltuk a fent emlitett [V. és V. transzmembran szakaszt 6sszek6té hurok hisztidintartalmu
szakaszat — a modell-ligandum egy 11 aminosavbol allo, terminalis végein védett peptid,
szekvencidja: Ac-RHQAGPPHSHR-NH, (a ligandumot a dolgozat tovabbi részében L -ként
jelolom). Valamint méréseket végeztiink egy lényegesen nagyobb, a kotdhelyet tartalmazd
hurok valdszerlibb reprezentaldsara alkalmas ciklusba zart peptiddel: ez egy harminc
aminosavbol allo ligandum (c(Ac-CKLHQAGPPHSHGSRGAEYAPLEEGPEEKC-NHy), a
tovabbiakban LZ), mely a két végén taldlhato cisztein aminosav oxidativ 0sszekapcsolasa
(kovalens S-S diszulfid-hid) révén zarédik ciklusba.

A human ZnT3 fehérje masik két fémkotd tulajdonsagli szekvencidjat mar vizsgalta
kutatécsoportunk a korabbiakban. Ennek kapcsan az MBS3 kotohelyet modellezé Ac-
PFHHCHRD-NH, (L®) terminalis végein védett oktapeptiddel torténtek oldategyensilyi és
szerkezetvizsgalati mérések a Zn(Il)- és Ni(Il)-komplexek esetén. Az eredmények alapjan ez
a szekvencia egy kiemelkedéen erés Zn?*-kotéhelyet képvisel a fehérjében. Semleges koriili
pH-n, ligandumfelesleg jelenlétében az oldatban egy kiugro stabilitasu, ZnL® Gsszetételii

komplex van jelen (logk = 8,50), amely esetén a koordinacioban valdsziniileg 3



imidazolnitrogén és a tiolatcsoport vesz részt. Magasabb pH-kon az eredmények egy ZnL3,
bisz-komplex megjelenésére utalnak, mely 8-9 kozti pH-n mutat maximumot. Az L3-Ni(ll)
1:1 aranyd rendszere esetén a harom imidazolnitrogén altal koordinalt NiHL® részecske
deprotonalodasa pH ~ 6 koriil indul meg, mikdzben a tiolat belép a koordinacios szféraba. A
képz6dd {3Nin,S} koordinacioju NiL® részecske log K = 6,57 stabilitasi allandéval
jellemezhetd. A tovabbi deprotondlodasok sordn az amidnitrogének koordinalodasaval
egyiddben az imidazolnitrogének egymds utan kiszorulnak a koordinacids szférabol, mig a
tiolatcsoport még a pH ~ 9-10 kozott dominans NiH.,L® részecskében is jelen van, s csak
ezutan szorul ki a komplexbdl. A NiL3 komplexet a ZnL3 részecskével osszehasonlitva,
stabilitdsi allandoik kozotti kb. 2 nagysagrendbeli kiilonbség azt mutatja, hogy ezen
szekvencia jelentds szelektivitast mutat a Zn®* ionok megkétésében a Ni** jonokkal szemben.

A masik, metalloproteinaz-szeri. MBS2 koétéhelyre (-ATHELHLWALTLTYHVA-)
vonatkoz6an egy nagyon hasonld, viszonylag szeparalt hisztidin aminosavakat tartalmazo, a
matrix ~ metalloproteinaz 13 enzim  fémkoté — fragmensével — azonos  (Ac-
KAHEFGHSLGLDHSK-NH,, L% peptidre vonatkozd adatokbol kovetkeztettink. E
peptidnek a Zn(ll)- és Cu(Il)-ionokkal vald kolcsonhatasat vizsgaltak korabban a tanszék
munkatarsai. Cinkionok jelenlétében, semleges pH-n egy {3Nim} koordinaciojt, a szeparalt
His-alegységek miatt viszonylag kis stabilitasa komplex képz6dik (Zn®* + HoL* = ZnH,L?,
log K = 4,47), ami magasabb pH-n (> 7) vegyes hidroxokomplexekké alakul. A {3Nim}
koordinacioju CuH,L* komplex (Cu?* + H,L* = CuH,L* log K = 7,79) pH 6-7 kozott
képzddik maximalis mennyiségben, s a magasabb pH-kon megindul az amidnitrogének
deprotonalodasa. Ez utobbi folyamatokban a hdrom szeparalt hisztidin egymastol fiiggetlen
kotéhelyként viselkedik, igy a fém-ligandum ardnytol fiiggéen egy-, két- és hdrommagvu
réz(Il)komplexek alakulnak ki.

Bar kisérleti munkéval nem vettem részt az L3 és L* peptidek vizsgalataban, az
Osszehasonlitds végett ezen eredményekre az Osszefoglalasban hivatkozom, mivel a fehérje
fémkotd mechanizmusanak felderitéséhez ezen peptidek viselkedését egyiitt célszerii

figyelembe venni.

2.3. Hisztidintartalmu peptidek komplexei atmenetifém-ionokkal

A hisztidinben gazdag peptidek fémkotd tulajdonsagaival mar szamos kutatocsoport
foglalkozott, tobbek kozott a Szervetlen €s Analitikai Kémiai Tanszék kutatoi is. A tanszék
munkatarsai vizsgaltak olyan, hisztidinben gazdag peptidek réz(II)-, cink(ll)- és

nikkel(IT)komplexeit, melyek az él6 szervezetekben taldlhatd fehérjék (pl. a hisztidinben



gazdag glikoprotein, endosztatin [9]) és enzimek (pl. Cu/Zn- és Ni-szuperoxid-dizmutaz [10],
matrix metalloproteindz) aktiv centrumainak részeként meghatarozé szerepet jatszhatnak ezen
metalloproteinek és -enzimek miikodési mechanizmusaban. A hisztidin - oldallanci
imidazolgytiriijének szamos kedvezd sajatsdga van, pl. a legtobb atmeneti fémionnal stabilis
koordinativ kotést alakit ki, igy nagyszdmt metalloenzim (fehérje) aktiv centrumaban
megtaldlhatd, mint fémkotd ligandum. A fent emlitett peptidek fémkotd sajatsagainak
vizsgalata arra utalt, hogy a ligandumban levé hisztidinek szdma mellett azok egymashoz
viszonyitott helyzete is meghatarozd a koordinéacids viszonyokat (geometria és stabilitas)
illetden.

A His-tartalmu peptidek réz(Il)ionokhoz valo koordinaciojat nagymértékben befolyasolja a
hisztidin alegység(ek) pozicidja a peptiden beliil [11]. Amennyiben szabad N-terminalis
végen talalhato a His, savas és semleges kozegben hisztamin-tipusu koordinéaci6 valésul meg,
ahol a hisztidin imidazolnitrogénje €s a termindlis aminocsoport nitrogénje alakit ki egy
hattagu kelatgytirtit a fémion koriil. Ez a kotédési mod termodinamikailag kedvezményezett,
amit az is mutat, hogy a bisz-hisztamin tipusi koordinacio 3-4 pH egységgel eltolja az
amidnitrogén koordinacidjanak bekovetkeztét [11]. A hisztidint tartalmazo, védett N-
terminalissal rendelkezé peptidek réz(II)-komplexei esetében hisztamin jellegli koordinacio
nem alakulhat ki. Ekkor az imidazol oldallancok részvételével a legnagyobb stabilitasu
részecskek akkor képzddnek, ha a ligandum szekvencigjaban felvaltva sorakoznak hisztidin
aminosavak (HXH[YH],) [12]. Ha a hisztidin alegységek tavolabb vannak egymastol, a
komplexek szerkezete bonyolultabb, az egyéb aminosavaktol is fiiggd kapcsolatban 4ll a
peptid szekvenciajaval. Minthogy ekkor a multiimidazol koordinaci6 kisebb stabilitast
eredményez, az amidnitrogének deprotonaldédasa €s koordindlodasa mar alacsonyabb pH-n
(pH ~ 5-6) is megtorténhet. Lugos tartomanyban mar altalaban tobb amidnitrogén is
kapcsolodik a fémionhoz.

A hisztidintartalmu peptidek cink(Il)komplexei esetén kiemelten jellemzd, hogy a His
aminosavak szdma ¢€s sorrendje mellett sokszor az egyéb koordinalodni képes oldallancok
befolyasoljak alapvetden a komplexek stabilitasat és szerkezetét [11]. Ennek 6 oka, hogy a
cink(Il)ion nem mutat kiemelkedd affinitast a deprotonalt amidnitrogénekhez, igy a
koordinacié az oldallancok altal meghatarozott. A cink(Il)-amid koordinacid kialakuldsdhoz
specialis szekvenciarész jelenléte sziikséges (pl. N-termindlis végen egy HaoN-XH- egység
[13]). Lanckozi hisztidint tartalmazo peptidek esetén (amennyiben nincs jelen elegend6 szamu
His vagy egyéb extra-stabilitast eredményezd koordindld csoport) a cinkkomplexek magasabb

pH-kon jellemzden kicsapodnak kis oldhatosagu, altalaban polimerizalodott hidroxo-



vegyeskomplexek formajaban [14]. igy sok esetben az ilyen rendszerek pH-fiiggését csak
ligandumfelesleg esetén lehetséges mérni. Viszont a  vegyes-hidroxokomplexek
oldékonysagat ndvelheti pozitiv toltéssel bird oldallancok (Arg, Lys) beépitése a
szekvenciaba. A cink(Il)komplexek stabilitasat 1ényegesen megnoveld tényezo lehet a cisztein
aminosav jelenléte (tiolatkoordinacio), de kismértékii stabilitisnovekedést eredményezhet a
Met, Asp, és Glu oldallancok koordinalddasa is [11].

A His-tartalmu peptidek nikkel(Il)komplexei savas és semleges kozegben a cink(II)-, lagos
kozegben a réz(Il)komplexek viselkedéséhez hasonlitanak [11]. Az amidkoordinécio
magasabb pH-n altalaban megvaldsul, még ha lassabban és ligosabb koériilmények kozott is,
mint a réz(Il)komplexek esetén. Savas koriilmények kozott kedvezd a hisztamin tipusa
koordinacié (amennyiben van N-lancvégi His és szabad aminocsoport) [11], ilyen pH-
tartomdnyban altaldban paramagneses, oktaéderes geometridju komplexek vannak jelen az
oldatban. A pH noévelésével, az amidnitrogének koordinacidjaval parhuzamosan
geometriavaltds kovetkezik be, a paramagneses oktaéderes komplexek siknégyzetes
geometriaba rendezédnek at [11]. Az amidnitrogének deprotonalédasa kooperativ médon (sok
esetben majdhogynem egyszerre) zajlik le, amit a geometriavaltas segit el6. Ez a
szerkezetvaltozads jol kovethetd spektrofotometridsan, mert a Ni# siknégyzetes komplexei
intenziv sarga szintiek. A nikkel(Il)komplexekre is elmondhatd, hogy a hisztidinek mellett
jelenlevd cisztein koordinalodasa nagyfoku stabilizalo tényezd lehet, mivel a nikkel(II)ion, a
réz(Il)ionnal ellentétben nem 1ép redoxireakcioba a tiolatcsoporttal, hanem viszonylag erds

kotédés jon 1étre, ami stabil komplexet eredményez [15].

2.4. Ciklikus peptidek hatasa a fémion-koordinaciora

A ZnT fehérjék elsédleges fémkotd helyeként feltételezett szakasza a mar emlitett, MBS1-
ként megjelolt hisztidingazdag szekvencia. Ez a szakasz egy citoplazmaba 16g6 hurok, mely
két transzmembran szegmenst kot 6ssze. Hogy felderitsiik, a fragmens masodlagos szerkezete
milyen hatdssal lehet a képzddd fémkomplexek stabilitdsara, egy a human ZnT3 MBSI
kotohelyének megfeleld szekvenciaji, annak valdszeriibb reprezentalasara alkalmas ciklusba
zart peptiddel is vizsgaltuk a képz6dd fémkomplexeket, s az eredményt dsszehasonlitottuk a
rovidebb, L! ligandum komplexeinek jellemzéivel.

Az irodalmi eredmények alapjan az allapithaté meg, hogy a His-tartalmu ciklopeptidek és
a nekik megfeleld nyilt lancu peptidek komplexei kozotti hasonldsag-kiilonbségi viszony az
aminosavak szamaval valtozik. Kis szamu aminosav részvételekor a fémkotd sajatsagok

szignifikansan kiilonboznek a ciklikus és nyilt ldncu peptideknél, mig nagyobb oligopeptidek



esetén a kiilonbség mar nem olyan szamottevd. Egészen kisméretli, ciklikus dipeptidek
koordinacidja soran példaul kiilonosen stabil fémkomplexek keletkeznek, mivel a
koordinal6dé hattaghi gyiirii jol meghatarozott térszerkezete extra stabilitast biztosit [16]. A
kisebb méreti ciklusok okozta szerkezeti rigiditds még a négytagu ciklusos aminosavak
esetén is érzodik [17], bar a nyilt ldnch forma lancvégi csoportjainak esetleges koordinalédasa
szintén stabilitasnoveld tényezd lehet. Ahogy nd a ciklust alkotd atomok szama, a
haromdimenzids szerkezet egyre flexibilisebb, egyre kevésbé érzédik a gylirli merevebb
szerkezetének hatasa. Hexapeptideknél mar 18 atombol all a ciklus, s a fémionok
koordinacidja mindkét peptidformanal nagyon hasonlé médon zajlik [18].

Mindkét altalunk vizsgalt ligandum tartalmazza a hisztidinek altal meghatarozott primer
fémkotd szakaszt (-HQAGPPHSH-), am az aminosavak szdma, s ebbdl fakaddan a
ligandumok min8sége merdben kiilonbozik egymastél. Emiatt az L' ligandumnal tapasztaltak
részben sem vihetdek at a ciklopeptid (L2) - fémion rendszerekre; csak az ezen mérésekbdl
nyert informaciok L' eredményeivel torténd Gsszevetése utan vonhatunk le konkluziét az

MBSI1 fragmens fémionko6td potenciajat illet6en.

3. Kisérleti rész

3.1. Potenciometria

Az oldatbeli egyensulyi vizsgalatokhoz, a ligandumok (de)protonalodasi és
komplexképz6dési allandoinak meghatarozasahoz potenciometrias modszert alkalmaztunk. A
modszer alkalmazhatosaganak elvi hattere az, hogy a vizsgalt folyamat valamilyen modon az
oldatbeli hidrogénion-koncentraci6 megvaltozasat okozza, mely az tivegelektrod altal érzékelt
potencialvaltozast eredményez. Az altalunk tanulmanyozott rendszerek mindegyike megfelel
ennek a kovetelménynek, hiszen a proton ¢és a fémion verseng egymassal a funkcios
csoportokert.

A pH-metrids titralasokat vizes kdzegben, 4llando hémérsékleten (25°C) és 4llandod
ionerdsség (0,1 M) melett végeztiik. Az ionerdsség bedllitdsara minden esetben analitikai
tisztasagi NaCl-ot (Reanal) hasznaltunk. A CO, tavoltartasara oldatainkba argon inert gazt
buborékoltattunk. A mérdoldat NaOH (Fluka) ~ 0,1 M-os vizes oldata volt, melyet ioncser¢lt,
kalium-hidrogénftalat (Fluka) oldat titralasaval hataroztuk meg. A fémionok torzsoldatainak
elkészitéséhez Cu(ClO4),-0t, Zn(ClO,)2-ot és NiCly-ot (mindharom Aldrich) hasznaltunk fel,

majd az oldatok koncentracioit komplexometrids titraldssal hataroztuk meg. A titraldsokat

10



IBM-kompatibilis PC altal vezérelt Dosimat 665 tipust Metrohm automata biirettabol ¢és
Orion 710A precizios pH-mérébdl allo berendezéssel végeztiik. Az Orion 8103BN tipusu
szemimikro kombinalt iivegelektrod kalibraldsdhoz egy erds savat (HCI) titraltunk. Az igy
nyert Eremv VS. VL adatsorok értékelése a modositott Nernst-egyenlet alapjan tortént [19]:
E=Ey+K-loglH"]+Jy4 -[H+]+M
[H]

melyben az ismert paraméterek mellett Jy és Joy az tlivegelektréd savas illetve lugos
hibajanak, valamint a folyadék—folyadék hatarfeliileti potencidlbél ado6dod hibaknak a
korrekcidjara szolgalé illesztési paraméterek, Ky = 10" M? pedig a viz autoprotolizis-
allandoja [20]. A paraméterek kiszamitasa a nemlinearis legkisebb négyzetek modszere
szerint tortént. A rendszerekben képzddd részecskék az aldbbi altalanos egyensulyi

folyamattal ill. képzddési allanddval jellemezhetdek,

p|\/|+qH+r|_<ﬁ”M>|v|qu|_r

[M,H,L,]

ahol M a fémiont, L a nem protonalt ligandummolekulat jeldli (a dolgozatban az egyszeriiség
kedvéért a komplexek toltésétdl eltekintettiink, de ezek kdnnyen szamolhatdak, ha figyelembe
vessziik, hogy L' és L? esetében a teljesen protonalt ligandum LH3®" ill. LH1** formaja). A
protonalddasi és komplexképzodési allandok (ﬂ,\,,quLr = Bpgr) meghatarozasat a PSEQUAD

rrrrr

a komplexképzodési allandok meghatarozasa 6-8 fliggetlen titralassal tortént, az egyes
adatsorok egyenként 70-90 adatpontot tartalmaztak. A fém-ligandum aranyt 1:2 és 2:1 kozott,

a fémion koncentraciot 7,0 10% - 2,1x 10°M tartomanyban valtoztattuk.

3.2. UV-Vis spektrofotometria, CD spektroszkopia

A vizes oldatban képzddd komplexek koordinalodd donorcsoportjainak azonositadsa végett
spektroszkopias méréseket végeztiink az L! jelzésti ligandum esetében. Erre az ad lehetdséget,
hogy az UV- és lathatd tartomanyban fényelnyeld tulajdonsagi molekularészek koordinacios
viszonyainak megvaltozasa az elnyelési spektrum megvaltozasaval jarhat: bizonyos csoportok
koordinacigjakor 10 elnyelési sav  jelenik meg, valamint a  koordinalodo
ligandumok/donorcsoportok cseréjekor a mar meglévé elnyelési savok maximumhelyei

eltolodhatnak a kisebb hullamhosszak iranyaba. Ezen jelenségek alapjan kovetkeztethetiink a
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koordinaléddé donorcsoportok mindségére a kiilonb6z6 pH-kon felvett abszorpcios
spektrumok tanulmédnyozasaval. A CD (cirkuléris dikroizmus) spektroszkopia alapjai azon a
tapasztalaton nyugszanak, hogy a sikban polarizalt fény egy jobbra és egy balra forgatd
cirkularisan polaros komponensre bonthatd fel. Az optikailag aktiv anyagok oldata eltérd
mértékben nyeli el ezt a két cirkularisan polaros komponenst, ezt a jelenséget nevezik
cirkularis dikroizmusnak. A jelenséget felhasznalod spektroszkopiai modszer 1ényege, hogy a
balra és a jobbra cirkularisan poldros fény abszorpcios (extinkcids) koefficienseinek
kiilonbségét (Ae = epal — €jonb) @ hullamhossz fliggvényében abrazolva az optikailag aktiv
mintara jellemz6 CD spektrumot kapjuk.

Mind az UV-Vis, mind a CD spektroszkopia alkalmas a mintak mennyiségi jellemzésére:
az adatsorok értékelésének alapjaul a fényelnyelést produkalé molekulafajta koncentracioja

(c) és az abszorbancia (A) kozotti Gsszefiiggést leird Lambert-Beer-torvény szolgal.
A =1g(lo/l) = excxl

ahol Iy a bees6 fény intenzitasa, | az oldatmintabdl kilépd (transzmittalt) fény intenzitasa, £ az
egyes molekulafajtak molaris abszorbanciaja, | a kiivettahossz (cm-ben megadva). Az UV-
tartomanyban elsdsorban a ligandumok kromofor csoportjai mutatnak elnyelést, illetve ennél
kisebb intenzitassal az n. toltésatviteli vagy ,,charge transfer” (CT) savok is itt jelennek meg,
melyek a fémion és a ligandum kozti elektronatmenetekre jellemzdek. A lathaté fény
hullamhossz-tartomanyaban rendszerint a fémionok joval kisebb intenzitasu d-d atmeneti
savjai talalhatoak.

Az atmenetifém-komplexek kiralitasa tobbféle aszimmetriaforrasbol adodhat (centralis,
helikalis, konformaciods kiralitas). Mindazonaltal, az altalunk vizsgalt Cu(ll)- és Ni(ll)-
komplexek vizes oldatai esetén a fémionhoz koordinalodé ligandumban talalhato
kiralitdscentrum hatasanak van dont6 szerepe. A ligandum kiralitascentrumai egyrészt a
kotéseken keresztiil hatnak a fémionra, masrészt a kiralitdscentrum kovetkeztében fellépd
aszimmetria miatt a kelatgylirik valamely konformacioja kitiintetett stabilitasu lehet. Ennek
hidnydban ugyanis a konformacié szempontjabdl ,racém elegy” alakulna ki, aminek eredd
elnyelése nulla lenne. Az tehat, hogy a d-d atmenetek hullamhossz-tartomanyaban optikai
aktivitast tapasztalhatunk, dnmagéaban is egy kiralis ligandum koordindciojat bizonyitja. A
spektrum alakja, el6jele és intenzitasa pedig a fémion koriil kialakult térbeli szerkezetre
jellemzd.

A CD méréseket a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban végeztik egy Jasco J-815

spektropolariméteren 300-800 nm hullamhossztartomanyban. Kiilonb6z6 nikkel(I1) és réz(I1)
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- ligandum (1:2, 1:1) aranyokat vizsgaltunk vizes oldataikban. A CD spektrumokat 3,4-11,3
pH tartoméanyon beliil 14-18 kiilonb6zé pH-n vettiik fel. A ligandum koncentracidja a
mérések soran 6,8x10% M korili volt, mig a fémioné 3,31x10* — 1,32x10° M
tartomanyokban valtozott. Az UV-Vis spektrumokat egy Unicam HELIOS a tipusu, kétutas
spektrofotométen vettilk fel, 1 cm-es hosszasagi teflondugos kvarckiivettadkban. A
spektrofotometrias titralasaink pontonkénti mérések sorozatabdl allnak, melynek soran savas
pH-ktol kezdve, ~ 0,3 pH egységenként, kell6 mennyiségli oldatrészletet a mérdcellaba
kimérve vettik fel az oldatok abszorpcidos spektrumat a 250-800 nm-es
hullamhossztartomanyban. A mérések soran a ligandum-fémion arany 2:1 — 1:1 kozott, a
fémion koncentracidja 7,OO><1074 — 2,81><1O*3 M koncentracidtartomanyban valtozott. A
spektrofotometrias adatsorok kiértékelése a mar emlitett PSEQUAD nevii szdmitogépes

programmal tortént [21].

3.3. Magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia

Az egyik leghatékonyabb szerkezetvizsgalod és kvalitativ analitikai mdodszer a magneses
magrezonancia (NMR) spektroszkdpia. A modszer olyan atommagot tartalmazé elemek, ill.
vegyiiletek vizsgalatara alkalmas, melyeknek magspinje zérustdl eltéré (I # 0). Az NMR
spektroszkopia alapja, hogy — hasonloan az elektronokhoz — az atommagoknak is van
impulzusmomentuma, s igy magneses momentuma. Ennek kvantaltsaga azt jelenti, hogy
magneses tér hatasdra a kiils6é térrel olyan szdget zar be, hogy vetiilete meghatarozott
nagysagu, 1/2yh egész szamu tobbszordse: myh, ahol h=h/2r; az un. giromagneses tényezo (y)
az egyes atommagokra jellemz6 allandd; m futdé szam, melynek maximuma I, a (mag)spin
kvantumszam és nagysaga az I, I-1, ....-I, 6sszesen 2I+1 értéket veheti fel. A rezonancia soran
a magmomentum-vektor az egyik lehetséges beallasbol atbillen a masikba, vagyis a mag
magneses momentumanak a kiils6 magneses térhez viszonyitott iranya valtozik meg. Az
ehhez sziikséges energia a radiofrekvencids sugarzas elnyelésébdl szarmazik €s a megfeleld
frekvenciat, az egyes magokra jellemzd Larmor-frekvenciat, amely a kiilso térrel aranyos,
szelektiven nyelik el az atommagok. Azt a jelenséget, hogy a kémiai kornyezet, ha csak igen
kis mértékben is (a kiils6 magneses tér milliomod részével, ppm-ben mérheten), de
befolyasolja a rezonanciafrekvenciat, kémiai eltolodasnak (8) nevezziik. A jelek intenzitasa
aranyos az értiikk felelés magok szamaval, vagyis az NMR spektrumbol megkaphaté a
kiilonbozé kémiai kornyezetben eléforduld azonos fajta magok relativ szdma. A spinek

»erzik” szomszédaik kvantumallapotat, vagyis a szomszéd alap- vagy gerjesztett allapota
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eltéréen hat a partnere korili lokalis magneses tér nagysagara, s ezzel a
rezonanciafrekvenciara. Az olyan spinek, melyeket csak néhany kotés valaszt el, egymast
kolcsonosen un. multiplettekre (egymashoz kozeli vonalakra) hasithatjak fel. Az egyszertibb
esetekben ezen vonalak Hz-ben kifejezett tavolsaga adja meg az tn. csatolasi allandot (J).

Az NMR mérések esetében Ilehetdség van arra, hogy a kiilonb6zé csoportok
rezonanciajelei kozott magnesezettség transzfert hozzunk létre, és a kapott spektrumot két
tengelyen abrazoljuk (kétdimenziés NMR spektroszkopia). A  kétdimenzios NMR
spektroszkopianak tobbféle technikai kivitelezése van: a COSY (korrelacios spektroszkdpia)
homonuklearis szomszédos magok, a TOCSY az egy spinrendszerhez tartozé homonuklearis
magok kolcsonhatasat érzékeli kotésen keresztiili (skalaris) csatolas révén. A NOESY (mag
Overhauser hatas spektroszkopia) esetében a csatolds nem kotésen keresztiil, hanem téren
keresztiil jon 1étre, a ROESY pedig a NOESY forgd koordinatarendszerii valtozata.

Az oktaéderes nikkel(IT)komplexeknél, valamint a réz(Il)komplexek esetében a fémionok
paramagneses tulajdonsaga miatt az NMR spektroszkopia korlatozottan alkalmazhat6. Ebbol
adodéan méréseink soran a cink(ll)ion komplexeit, valamint a siknégyzetes
nikkel(I)komplexeket vizsgaltuk, melyek diamagneses sajatsagiiak. Ezen komplexek egyes
atomcsoportjaira (az altalunk is alkalmazott 'H NMR spektroszkopia esetén a hidrogént
tartalmazé csoportokra) jellemz6 jelek kiszélesedésébdl, ezek kémiai eltolodas értékébdl és
annak megvaltozasabol, valamint a jelek felhasadasabol kovetkeztethetink a ligandumok
kiilonb6z6 csoportjainak protonaltsdgara, illetve fémionhoz val6 koordindlodéséra.

Az NMR spektrumokat Szegeden egy Bruker Avance DRX 500 spektrométeren vettiik fel
(miikodési frekvencia: 500,13 MHz). A mintdk készitéséhez oldoszerként 10% D,O-t
(Aldrich) tartalmazo6 desztillalt vizet hasznéltunk, mert ilyen mennyiségii D,O jelenléte még
nem befolyasolja szamottevden a tisztdn vizes oldatban uralkodd egyensulyi viszonyokat. Az
oldoszerben jelenlevd viz protonjahoz tartozo jelintenzitas elnyomasara a Watergate ill. Presat
pulzusprogramokat alkalmaztuk. Utobbi permanens modon gerjeszti a viz protonjait, és igy
ezek a mérés ideje alatt nem relaxalédhatnak, vagyis a H,O jel intenzitdsa jelentOsen
lecsokken. A kémiai eltolodas értékeket dioxédn (Reanal) belsd referens alkalmazdséaval
Me,Si-ra vonatkoztatva adtuk meg (Sgioxan = 3,700 ppm *H NMR). Méréseinket a fémion-
ligandum arany valtoztatdsaval végeztik: az alkalmazott fémion-koncentracié 0 — 4,3x 10° M
tartomanyban valtozott, mig a ligandum oldatok kis mértékben higultak 5,0x10° M értékrdl
4,2x107° M-ra.
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3.4. Elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopia

Az L' jelzésti peptid réz(IT)ionokkal valo kolcsonhatasat ESR modszerrel is kovettiik. Az
elektronspin-rezonancia spektroszkopia (ESR) a parositatlan elektront tartalmazo
fémkomplexek szerkezeti jellemzésére hasznalt modszer, igy a réz(Il)komplexek vizsgalatara
kivaléan alkalmas. A mddszer alapja a Zeemann-effektus, mely szerint kiils6 magneses tér
hatasara a parositatlan elektron energiaszintjének degeneracidja megsziinik. A felhasadt
energiaszintek kozott mikrohullamu sugarzas hatasara atmenet johet l1étre.

Az ESR-aktiv vegyiiletekben az alkalmazott magneses tér mellett tovabbi — nullatol eltérd
magspini mag(ok), vagy esetleg mas parositatlan elektron(ok) altal indukalt — elemi terek is
hatassal lehetnek az elektronnivok felhasadédsara, azaz modosithatjak a vonalak helyzetét (g),
szamat, alakjat, illetve intenzitdsat. Az altalunk tanulményozott rendszerben az aldbbi

kolesonhatasokkal kell szamolnunk:

(@) Ha a parositatlan elektron nem-zérd spinii mag (1#0) eréterében mozog, akkor a jel

2I+1 darab komponensre hasad fel. Ez a kdlcsonhatas a hiperfinom csatolasi allandéval (A)
jellemezhetd. Tobbmagvi komplexek esetén a jel elvileg 2nl+1 vonalra hasadhat fel (ahol n a
magok szama), azonban ezt az elektron-elektron kolcsonhatas elfedheti.

(b) A ligandum nem-zér6 spinii magjai a spektrum tovabbi felhasadasat eredményezhetik.
Ezt az eldbbinél gyengébb kolcsonhatast az okozza, hogy az elektron kismértékben ezen
magok magneses terét is érzékeli, igy tobb mag hatasa esetén 2nl+1 illetve kiilonb6z6 magok
esetén (2nyl1+1)x(2n,l5+1) tovabbi vonal jelenik meg a spektrumban. A kdlcsonhatasokat a
szuperhiperfinom csatolasi alland6 jellemzi (A).

(c) Kétmagva fémkomplexekben a centrumok kozelsége elektronspin kicserélédést
(antiferromagneses kolcsonhatast) eredményezhet a fémionok kozott. Ez a hatés erdsen fligg a
fémionok egymastdl vald tavolsagatdl, s a kolcsonhatds jelentds savkiszélesedést okozhat
vagy akar az ESR-jel eltiinését is eredményezheti.

Az ESR spektrumokat Budapesten (KKK), Dr. Nagy Nora segitségével egy BRUKER
EleXsys E500 tipust spektrométeren vettiik fel, 100 Hz térmodulédcioval, 298 ¢és 77 K
hémérsékleten. Az Ac-RHQAGPPHSHR-NH, — Cu" rendszer 1:1 és 1:2 aranya komplexeit
vizsgaltuk. A méréseknél alkalmazott rézion-koncentraciod 1,30—2,1><1O'3 M kozott volt. A
spektrumokat pH 3 és pH 11 kozott vettiik fel ~ 0,4 egységenként. A szobahdmérsékleten
torténd méréseket egy 8 cm® térfogata atfolyds kiivettaban vizes kozegben, allandé inert

nitrogén gaz buborékoltatdsa koézben, allandd ionerdsség (0,1 M) mellett végeztik. Az
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ionerésség beallitasara minden esetben analitikai tisztasagi NaCl-ot (Reanal) hasznaltunk. A
298 K-en rogzitett kisfelbontast izotrop spektrumokat csak annak érdekében elemeztiik, hogy
nyomon kovethessiik a pH fliggvényében eltérd mértékben képz6dé ESR-aktiv részecskék
a jég szerkezetének megtorése céljabol 30% metanolt adtunk. Az ESR spektrumok

kiértékelését Dr. Nagy Nora, a Kozponti Kémiai Kutatéd Intézet munkatarsa végezte.
4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. A ligandumok (de)protondlodasi folyamatai

Az Ac-RHQAGPPHSHR-NH, (L') ligandum a vizsgalt pH-tartomanyban (pH ~ 3 és 11,5
kozott) harom (de)protonalddasi folyamaton megy keresztiil, amelyekben a harom hisztidin
aminosav imidazol oldallancai vesznek fel ill. adnak le protont. Mivel a hasonld
donorcsoportok esetében ezek a folyamatok erésen atfednek, ezért valojaban a mért értékek
makroallanddk, a tényleges folyamatokat tiikr6z6 Un. mikro-deprotondlodasi allandokat
kizar6lag pH-potenciometria segitségével nem tudjuk megadni - viszont az imidazolgytritk
azonos kornyezetét feltételezve becsiilhetd, mint a makroszkopikus allandok atlaga (pKmicro ~
6,13) [22]. Az 1. tablazatban feltiintetett értékek jO egyezést mutatnak mas, hasonléan 3,
viszonylag szeparalt hisztidin-aminosavat tartalmazo peptid esetén mért értékekkel [23-25].
Az arginin oldallanci guanidinium-csoportja nagyon erds bazisként viselkedik (pK ~ 12,5),

ezért a vizsgalt pH-tartomanyban nem deprotonalddik.
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1. tablazat: A ligandumok protonalddasi folyamataira vonatkozo képz6dési allandok,

valamint az utolso tizedesjegyre vonatkozé standard devidciok.

ACRHQAGPPHSHR-NH: (L) | aeViR FERbEEC iy (L)
Hqls log pK HqLs log pK
HsL 18,38(1) 5,58 HiiL 70,83(7) 3,21
H,L 12,80(1) 6,04 HioL 67,62(3) 3,89
HL 6,76(1) 6,76 HoL 63,73(5) 4,07

HsL 59,66(4) 4,65
H-L 55,01(3) 4,87
HeL 50,14(3) 5,74
HsL 44,40(3) 6,30
H4L 38,10(3) 6,98
HsL 31,12(2) 9,67
H,L 21,45(2) 10,51
HL 10,94(3) 10,94

A ciklikus c(Ac-CKLHQAGPPHSHGSRGAEYAPLEEGPEEKC-NH,) (L% ligandum

Iényegesen hosszabb, s valtozatosabb mindségben tartalmaz (de)protonalodni képes aminosav

oldallancokat. Az els6 6t részecske (HyiL-H;L) pK-ja az 6t glutaminsav deprotonalddasahoz

rendelhetd; egyik érték sem haladja meg a pK ~ 5-t. A HeL, HsL és HuL 0Osszetételdi

részecskék protonvesztési folyamataiban (5,74, 6,30 és 6,98-as pK értékkel) a hisztidinek

érintettek. Erdekes, hogy a ciklikus peptid pKis értékei valamivel nagyobbak az L peptidnél

mértekhez képest, ami erdsebb hidrogénhidas kolcsonhatasra utal. A HzL protonvesztése a

tirozinhoz rendelhetd (pK = 9,67), a HoL és HL deprotondlodasa sordn pedig a két lizin

aminosav adja le oldallanci protonjat.

A kiilonb6z6 protonaltsagi allapoti részecskeék pH-fiiggd eloszlasgorbéit a 4. A-B. dbra

mutatja be.
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4. A-B. abra: Az L' (A) és L (B) ligandumok eloszlsa a pH fiiggvényében (Ciig = 1,1x107° M,
1=0,1 M, T = 25°C).

4.2. A ligandumok cink(ll)komplexei

A ligandumok cink(IT)komplexeit pH-potenciometrias és NMR spektroszkopias
mérésekkel vizsgaltuk. Az Lh:zn* = 1:1 aranyu rendszer esetében a potenciometrids adatok
értékelése pH ~ 9,3-ig tortént. A ligandumfelesleg mellett mért rendszerek kiértékelése soran
nem adodott kiilonbség az ekvimolaris oldatok mérési eredményeihez képest, igy bisz-
komplexek képzédését nem tudtuk kimutatni. Az L*- és L2-cink(IT) 1:1 aranyu rendszerekben
mért eloszlasgdrbéket az 5. abra, a képzodd komplexek stabilitasi és deprotonalodasi allandoit

a 2. tablazat szemlélteti.
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5. abra: Az L1- és L2—Zn(II) 1:1 ardnyt rendszerében szamolt eloszlasgorbék (Ciig €s cznqiy =

1x10° M, 1=0,1 M, T = 25 °C).

2. tablazat: A vizsgalt cink(Il)komplexek képzddési és (de)protonalddasi allandoi, log K

szarmaztatott allandok és az utolso tizedesjegyre vonatkozé standard devidciok.

Lt L2
ZnpHgLs 10g Bpar ~ PKpgr ZnpHqlLr 109 Bpar ~ PKpar
ZnHL 9,85(9) 5,37 ZnHsL 47,5(1) 4.8
ZnL 4,48(3) 8,05 ZnH4L 42,72(4) 5,67
ZnH_ L -3,57(4) 8,03 ZnHsL 37,05(3) 8,24
ZnH.,L -11,66(4) ZnH,L 28,81(5) 9,10
ZnHL 19,71(5) 9,63
ZnL 10,08(5) 10,60
ZnH_ 1L -0,52(6) 10,76
ZnH.L -11,28(4)
|Og KznHL 3,09 |Og KZnH3L 5,93
log KznL 448 Meérési pontok 314
Mérési pontok 684 Illesztési par. 0,0026
(cm®)
Illesztési par. 0,0045
(cm®)

Az L ligandum esetén az els6 kimutathaté részecske a savas tartomanyban képz6do
ZnHL' komplex. Kis mennyiségben jelenik meg pH ~ 5-7 kozott, képzédésével csaknem
teljesen atfed a pH 6 és 8 kozott dominans ZnL' kialakulasa. Ezen két komplex esetében 2,
illetve 3 imidazolnitrogén koordinacioja feltételezhetd. A tanszéken kordbban vizsgalt, a
bevezetdben emlitett AC-KAHEFGHSLGLDHSK-NH; peptid ezen koordinacidokhoz tartozo

komplexei esetén szamitott log K értékek (log Kznnge = 3,65, log Kznm, = 4,47) egyezése,

19



valamint a cink(I)ion jelenlétében felvett NMR spektrumok is egyértelmiien
imidazolnitrogének koordinacidjat mutatjak (lasd késobb, 6. A-B. abra).

Az L2-Zn** rendszerben is hasonlé pH-n indul meg a komplexképzédés. Nem egészen pH
6 koriil kezd dominanssa valni a {3Nin} kotésmodu (lasd késébb) ZnHsL? komplex, mely két
atfedé deprotonalddasi 1épésben keletkezik a valosziniileg {Nim} és {2Nim} koordinaciojua
ZnHsL? és ZnH4L? komplexekbél. A fiziologias pH-tartomanyban uralkodd ZnHsl?
képzédésére felirhatd egyensilyi allandd (Zn®* + HslL? = ZnH3L?% log K = 5,93) kériilbeliil
masfél nagysagrendnyi stabilitasndvekedést jelez az L' ligandum megfeleld ZnL'

komplexéhez képest (bar ez szignifikdns novekedés, mindketté alulmarad az MBS3 kotohely
{3Nim,S’} koordinacidju ZnL® részecskéjéhez viszonyitva (log Kzn1 < log KZnH3L2 <<

log Kzn3). Ez a stabilitasnévekedés vagy a gylr(i miatt kialakuld, valamilyen modon
preorganizalt szerkezethez, vagy tovabbi donorcsoportok (amid- vagy karboxilatoxigén)
koordinacidjahoz rendelhets. A semleges pH-n dominans ZnL' és ZnHsL? komplexek
kotésmodjanak felderitéséhez NMR vizsgalatokkal gytijtottiink tovabbi informaciot.

A vizsgalatok soran az L' ligandum spektrumanak cink(Il)ionok tavol- és jelenlétében
mérhetd pH-fliggését, valamint mindkét ligandum spektruméanak a cink(Il)ionok
mennyiségétdl valo fiiggését kovettiik. A cink(II)-fiiggésre vonatkozé méréseket L' esetében
pH ~ 6,8, L%nél pedig pH ~ 7,0 értéknél végeztiik, ahol a ZnL' és ZnHsL? komplexek
dominans mennyiségben talalhatoak. A kapott spektrumsorozatok a 6. A-B, 7. A-B. 8. A-B.,

valamint a 9. és 10. abrakon lathatok.

28104 C2H — 2,810 C5H

A 1R C(O)NH,
3Q C(O)NH,

8,5 8 7,5 7 [ppm]
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6. A-B abra: Az L' ligandum *H NMR spektrumanak pH-fiiggése cink(IT)ion nélkiil (A) és
annak jelenlétében (B), a 6 = 6,3-8,6 ppm tartomanyban.

A

5G CH,
AB kvartett

A

5G CH,
szingulett

7. A-B. abra: Az L' ligandum *H NMR spektruménak pH-fiiggése cink(Il)ion nélkiil (A) és
annak jelenlétében (B), a 6 = 0,9-4,5 ppm tartomanyban.
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A 6 = 6-9 ppm tartoméanyban (6. A. és B. abra) az imidazolgytirtik protonjai mellett az
amidprotonok jelentkeznek. Ezek a pH novelésével egyre novekvd sebességli protoncsere
miatt pH ~ 8 felett eltiinnek a spektrumrol, és néhany aprd kiilonbségtdl eltekintve (lasd
késObb) azonosan viselkednek fémion jelen- és tavollétében. Azonban ettdl eltérden
viselkednek az imidazolgytiriik protonjai. Az L peptid esetében az allapithaté meg, hogy bar
az imidazol-jelek pH fliggvényében torténd eltolodasa hasonld a 6. A. és B. abran, apH 5 — 8
tartomanyban igen jelentds kiszélesedést mutatnak fémion jelenlétében, a viszonylag lasst
ligandumeseréjii ZnL! komplex képzddésével parhuzamosan. A fémion jelenlétében felvett
spektrumokon minden jel kisebb-nagyobb kiszélesedést mutat, mégis, ez a hatas kiugroan
jelentds a harom imidazol-gylrti esetén. Ez a megfigyelés mindharom imidazolgy(r(
koordinacidjat bizonyitja a pH 5-8 kozott jelenlévé ZnL* komplexben.

A fémion tavol- és jelenlétében felvett spektrumokon szdmos apro jel utal L' peptid
szerkezetének megvaltozasara a fémion koordinalddasa soran. Példaként emlithetjiik a glicin
CHy—csoportjanak jelét: mig cink(Il) tavollétében a peptideknél tipikusnak mondhato AB-
kvartett jelcsoport lathato, addig Zn(II)-ion jelenlétében pH 6 — 8 kozott egyetlen szingulett
jel alakul ki (lasd 7. A-B. &bra). Hasonloan eltérd viselkedést figyelhetiink meg glutamin
oldallancanak és a peptid C-terminalis amidjanak (—(C=0)-NH,) jeleinél is (a 6. A. abran
jelolt, 7,5 és 7 ppm koriili csticsparok). Fémion tavollétében a terminalis amidcsoport (M'R)
jelei latvanyosan eltolddnak a pH novelésével, cink(Il)ion jelenlétében (6. B. abra) ilyen erds
eltolodas nem 1ép fel. Mindezek a peptid szerkezetének valtozasara utalnak a koordinacid
hatasara, de beldliik abszolut informacidk a térbeli struktirira vonatkozoéan nem 4llapithatok
meg.

A koordinaciés modra vonatkozéan a fentiekhez hasonld kovetkeztetés vonhatod le a pH
6,8-nél, ndvekvd mennyiségli cink(Il) mellett felvett spektrumok alapjan is (8. A-B. abra). Bar
minden jel kiszélesedik kismértékben, a hisztidin protonok a tdbbinél jelentésebben

sz¢élesednek ¢és el is tolodnak novekvd mennyiségii cinkionok hatasara.
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8. A-B. abra: Az L' ligandum *H NMR spektruménak Zn?*-fiiggése a 8 = 0,9-4,5 ppm (A) és
a6 = 6,3-8,5 ppm (B) tartomanyban.

Az L2-Zn** rendszerben mért spektrumok (9, 10. abra), a peptid nagyobb méretébdl is
kovetkezden, az el6zonél szelektivebb hatast mutatnak. A legtdbb jel nem, vagy csak nagyon
kismértékben valtozik a cink(Il) noévekvé mennyiségének hatasara. Viszont a hisztidin
protonok egyértelmii eltolodast (féként a C?H jelek), és jelentds kiszélesedést mutatnak. A
jelek egy csoportja (Gly, Ser, Leu) szintén kismértékti valtozast mutat, ezek az aminosavak
jellemzéen a hisztidin-tridd kozelében vannak. Ugyanakkor a ciklikus peptid 5 db
glutaminsav alegységének jelei nem valtoznak a cinkion adagolasara, ami a korabban felvetett
glutamat O-koordinaciot valosziniitlenné teszi. Mindezek a ciklikus peptid dominans ZnHjL 2
komplexében is, az L'-hez hasonlé {3Nin} koordinaciot tamasztjak ala. A tirozin esetleges
koordinacidjara vonatkozoan fluoreszcencias vizsgalatokat végeztink, amire a Tyr
fluoreszcens volta ad lehetdséget. Azonban a tirozin aromds gytirlijének jele semmilyen
véltozast nem mutat a cink(II)ionok mennyiségének nodvekedésével parhuzamosan, igy
megallapithato, hogy a Zn”* koordinacioja a tirozintol tavol valésul meg - ez kdzvetett modon

megerdsiti azt is, hogy a glutaminsav-karboxilatok nem koordinalddnak.
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9. abra: Az L? ligandum *H NMR spektruménak Zn**-fiiggése a & = 0,5-4,5 ppm

ccocees

tartomanyban.
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10. abra: Az L? ligandum *H NMR spektruménak Zn®*-fiiggése a & = 6,5-9,0 ppm

tartomanyban.

Az L' peptid fiziologias tartomanyban dominans ZnL komplexe pH ~ 7-8 kozott kezd
deprotonélddni €s két atfedd protonvesztési folyamaton keresztiil alakul ki eldbb a ZnH 4L,
majd a ZnH.,L' Ssszetételii részecske. E két deprotonalodasi 1épés a fémionhoz koordinalt

viz, és/vagy az amidnitrogének protonvesztési folyamataihoz rendelhetéek. Altalaban igaz,
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hogy az amidnitrogéneknek a fémionokhoz vald koordinalodasat az NMR spektrumokon a
jelek duplazodasa kiséri [13], mert a komplex ligandumcsere sebessége jelentGsen lelassul.
Meéréseink soran éppen ellenkezbleg, a ligandumcsere sebességének novekedése volt
tapasztalhatd pH 7-10 kozott, ezért feltételezhetben a vizsgalt pH-tartomdnyban nem
amidkoordinacio, hanem két koordinalt vizmolekula deprotonalddasa zajlik le, meglepd
modon kooperativitast mutatva (pKz, 1 = 8,05, pKZnH_lLl =8,03). A pH ~ 8 felett dominanssa
valé ZnH.,L* igen stabil, nagy mennyiségben keletkezik.

A ZnHsL? komplex pH 7 felett 6t egymast kovetd (atfedd) deprotonalddast szenved, a
ZnH;L? ZnHL? ZnL? ZnH;L? és a pH ~ 10,7-t61 dominanssa valé ZnH.,L? komplex
képzédése kozben. Feltételezhetden az L' ligandumhoz hasonloan az elsd két 1épésben

hidroxo-vegyeskomplexek képzodnek, majd a magasabb pK-ju oldallanci donorcsoportok
deprotonalodnak a fémiontol fiiggetleniil. Ezt az elképzelést tdmasztja ala pKzyn2, pKznL2

PKznH_jL2 valamint a pKug 2, pKy,L2 és pKHi2 értékek jo egyezése is (1. és 2. tablazat).
4.3. A ligandumok nikkel(l1)komplexei

Azért, hogy informdciét nyerjiink a ZnT3 fehérje feltételezett fémkotd helyének (MBS1)
fémion-szelektivitasarol, vizsgaltuk az Ac-RHQAGPPHSHR-NH; ligandum kolcsonhatasat
Ni(ll)- és Cu(Il)-ionokkal, és a c(Ac-CKLHQAGPPHSHGSRGAEYAPLEEGPEEKC-NHy)
ligandum Ni(l1)-ionokkal valé kolcsénhatasat is. Az L*-Ni(ll) rendszerben az 1:1 ligandum-
fémion aranyu potenciometrids méréseket pH ~ 9-ig értékeltiik ki. Kétszeres ligandumfelesleg
jelenlétében nem tapasztaltunk valtozast az 1:1 aranynal jelenlevé komplexekhez képest, ezért
biszkomplexek jelenlétét nem feltételezziikk. Az ilyen aranyra vonatkozo, pH ~ 4-11,3
tartomanyban végzett potenciometrias, UV-Vis és CD spektroszkdpias mérések mellett a
lagos pH-ju oldatok NMR spektrumait is felvettiik, melyek segitségével a siknégyzetes Ni(II)-
komplexek tanulmanyozhatdak. Az L2 peptidbdl kisebb mennyiség allt rendelkezésiinkre a
vizsgalatainkhoz, ezért a Ni** ionokkal valé kolcsonhatast csak pH-potenciometria
segitségével kovettik.

A pH-potenciometrids eredmények értékelése soran a 3. tablazatban feltlintetett 6sszetételil
komplexekre tudtunk stabilitdsi és (de)protondlodéasi allanddkat meghatirozni. Az ezek

alapjan szdmolt eloszlasgorbéket a 11. dbra szemlélteti.
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3. tablazat: A vizsgalt nikkel(Il)komplexek képzddési és (de)protonalddasi allandoi a

standard deviaciokkal, valamint log K szarmaztatott allandok.

Lt L?

NipHqL 10g Bpqr PKpar NipHqLr 10g Bpqr PKpgr
NiHL 10,29(3) 5,69 NiH,L 42,19(2) 5,87
NiL 4,60(1) 8,52 NiHsL 36,32(1) 8,84
NiH. L -3,92(4) 8,34 NiH,L 27,48(3) 9,06
NiH_L -12,26(2) 9,00 NiHL 18,42(3) 9,00
NiH.sL -21,26(2) 11,21 NiL 9,42(3) 9,92
NiH.oL -32,47(2) NiH.L -0,50(2) 10,40

NiH,L  -10,90(3) 11,45
NiHsL  -22,35(4)

Iog KNiHL 3,53 Iog KNiH3L 5,20
Mérési pontok 717 Meérési pontok 912
Illesztési

paraméter (cm”) 0,0033

100 +

+ 0.0015
90 |
80 | +0.001
70 |
-+ 0.0005
~ 60 -
Z 50 - 0 <
S 40
30 4 -+ -0.0005
20
4 -0.001
10
0 - -0.0015
4 5 6 7 8 9 10 11
pH

11. dbra: Az L'-Ni(IT) 2:1 aranyu rendszerében szamolt eloszlasgorbék (ciig = 1x10° M,
CNi(ly = 5x10* M, 1=0,1 M, T =25 °C) és a 280 (pirossal), valamint a 423 (kékkel) nm-en
mért CD intenzitasok pH-fliggése.

Ahogy az ide vonatkozd eloszlasgorbén is lathato (11. abra), az L *-nikkel(IT) 2:1 aranyl
rendszerben a legmagasabb protonaltsagi foku komplex a NiHL, ami savas tartomanyban, pH

~ 5 folott képzodik kis mennyiségben. A komplex - igen kis intenzitasu lathaté spektruma

alapjan (lasd 12. abra) - oktaéderes szerkezetli, a fémion minden bizonnyal két imidazolgyiirii
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altal koordinalt. Mar szinte ugyanezen a pH-n megindul a semleges kémhatasu tartomanyban
dominans NiL részecske kialakulasa. Képzddése soran a harmadik — feltehetden a szeparalt,
N-terminalis vég feldli — hisztidin imidazolnitrogénje adja le protonjat és koordinalddik a
nikkel(Il)ionhoz. A lathatdo spektrumoknak az ebben a pH-tartomanyban megfigyelhetd
elhanyagolhat6 intenzitasa itt is oktaéderes geometridra utal. Szintén az imidazolcsoportok
koordinacidjat tamasztja ald ezen részecskéknél, hogy a NiHL és NiL komplexek fémionbdl
¢s megfeleld protonaltsagu ligandumbol torténd képzodését jellemzd szarmaztatott log K
értékek (log Knin = 3,53, log KniL = 4,60) jol megfelelnek az irodalomban ko6zolt, két ill.
harom hisztidint tartalmazo peptidek nikkel(Il)komplexeire vonatkoz6é megfeleld log K
értékeknek [23].

0,25 1y

02}

pH = 8,226

300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

12. abra: Az L-Ni(II) 2:1 ardnyt rendszerének UV-Vis spektrumai kiilonboz6 pH-kon (Ciig =
7x10™* M; cnigny = 3,510 M, 1=0,1 M, T = 25 °C).

0.003 +
00025 | —4.06 —4.65 5.21 57 —6.23 —7.03

' —8.32 —781 8.7 9.19 —9.55 9.85
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13. abra: Az L'-Ni(II) 2:1 aranyu rendszerének CD spektrumai kiilonbozé pH-kon (Ciig =
7x10* M; cnigny = 3,5x10* M, 1= 0,1 M, T = 25°C).
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A NiH_lL1 és NiH_zL1 részecskékre vonatkozd deprotonalddasi allanddkat Osszevetve
(3. tablazat) megallapithato, hogy a NiL' komplexbél a NiH.;L' képzSdése, valamint ennek
az NiH.,L' részecskévé alakuldsa kooperativ deprotonalodasokon keresztiil valosul meg. A
nikkel(11)-peptid rendszerekben ez jellemz6 sajatsag, mivel az amidnitrogének koordinalodasa
rendszerint geometriavaltast eredményez, a paramagneses, kis intenzitasu d-d savval
rendelkezd oktaéderes komplexek diamagneses, 450 nm koriil intenziv elnyelést mutatd
siknégyzetes komplexekké alakulnak at. Minthogy a NiH_1L' komplex minden pH-n minor
részecske, UV-Vis és CD spektruma nem hatadrozhaté meg pontosan. A NiH.,L! viszont mar

biztosan siknégyzetes geometriaju (14. A-B. abra).
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14. A-B. abra: Az L'-Ni(II) 2:1 aranyu rendszerében mért f&bb részecskék egyedi molaris
UV-Vis (A) és CD (B) spektrumai.

Szeparalt His-alegységeket tartalmazd peptidek nikkel(Il)komplexei esetén altalaban
harom egymast kovetd kooperativ deprotonalodas tapasztalhatd, melyek egy {Nim,3N}

koordinacioju részecske kialakulasahoz vezetnek [26]. Esetiinkben a harmadik deprotonalodas
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valamelyest elkiiloniil az el6zé kett6tdl, ami a NiH,,L' részecske viszonylagos extra
stabilitasra utal. Ez valosziniileg a ~HSH— szekvencia megléte miatt, a NiH_,L' komplexben
kialakulo kitlintetett ~ stabilitast, {Nim,N,N",Nim} tipusi koordinacio kialakulasaval
magyarazhat6 (lasd késobb, a CuH_; Ll-nél).

A pH 9 felett nagy mennyiségben képzodo NiH.sL! részecske koordinacids szférajaban —
egy hisztidin kiszoruldsaval és egy ujabb deprotondlodé amidnitrogén koordindlodasaval — a
mar emlitett nagy stabilitdsi {Njm,3N} kotddés jon 1étre. Ezt jol mutatja az egyedi molaris
UV-Vis spektrumok A%%. értékeinek eltolodasa a kisebb hullamhosszak iranyaba (14. A.
abra). A részecske széles tartomanyban dominans, csak pH 11 felett alakul at a NiH.,L*
komplexszé. Bar a viszonylag alacsony ligandum-koncentracié miatt ez a pH-tartomany mar a
potenciometrids mérések megbizhatoésagi hatdran mozog, a CD spektrumok igazoljak egy
ujabb komplex kialakulasat pH 11 felett (11. abra, pirossal jelolt CD jel). Kialakulasa soran
egy negyedik amidnitrogén deprotondlodédsa és koordinacidja kovetkezhet be — ezt latszik
alatamasztani a NiH4L komplex egyedi UV-lathato és CD spektrumanak erésen
megndvekedett intenzitasa a NiH 3L spektrumahoz képest (14. A-B. abra). Azonban irodalmi
adatok alapjan a negyedik amidnitrogén deprotonalddasa kevésbé valoszinii [26], inkabb egy
masik protonvesztési folyamattal érdemes szamolni: a koordinalodé hisztidin pirrolszerti, N1-
nitrogénjének koordinacio nélkiili deprotonaldédasa [27] is megtorténhet, ami jelentésen

atrendezi a fémion korili elektroneloszlast.
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15. A-B. abra: Az L' ligandum "H NMR spektrumanak Ni**-fliggése
(A: 1,2-2,6 ppm, B: 3,4-4,6 ppm)

Potenciometrids eredményeinket a siknégyzetes NiH_sL' részecske NMR vizsgalataval
egészitettik ki. A pH ~ 10,2-nél, ndvekvé Ni?* koncentracio mellett felvett
spektrumsorozatokat a 15. A. és B. abra szemlélteti; az ekvimolaris oldatban felvett,
viszonylag jo felbontasti spektrum oOnmagaban bizonyitja a diamagneses komplex(ek)
jelenlétét. Az L' peptid esetén a nikkel(Il)ionnak 3 lehetésége van a {Nim,3N} tipust
koordinacié kialakitasara. Kotddésének pontos helyére a jelek koordindcid hatasara
bekovetkezd valtozasaibol probaltunk kovetkeztetni, hiszen bizonyos csoportok jelei
latvanyos alakvaltozast szenvednek, ami a kémiai kornyezet megvaltozasara utal. Elsésorban
az Ala, Gly, Arg és Pro jelek valtozasa szembedtlé. A *Gly CH, csoportjanak 3,9-4,1 ppm-nél
jelentkezd AB kvartettje szinguletté alakul. A *Ala CHs csoportjanak 1,35 ppm-nél jelentkezd
dublettje is erételjesen megvaltozik a koordinacid hatasara. E valtozasok arra utalhatnak, hogy
ezen aminosavak amidnitrogénjei részt vesznek a koordindcioban, a fémion az N-
termindalishoz kozeli hisztidin imidazolgytirijéhez, és az att6l a C-termindlis irdnyaban
elhelyezkedé Gln, Ala és Gly aminosavak amidnitrogénjéhez kotédhet. Azonban a mar
emlitett *Ala CH; jele két kb. azonos intenzitasu dublettként jelentkezik, ami két kiillonb6z6
kémiai kornyezetet jelentd komplex Osszemérhetd mennyiségben vald képzdodését
valoszintsiti. Figyelembe véve a Ser 3,8 ppm-nél talalhato jelének karakteres szélesedését is,

a fentiek egy masik (a C-terminalishoz kozeli koordinacidju) szerkezeti izomer egyidejii
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jelenlétére utalnak (mivel 10,2-es pH-n a NiH.3L komplex mellett nincs mas protonaltsagi

allapoti dominans részecske). Harom egymast kovetd amidnitrogén koordinacidja

crer

kovethet6 a kotOhely két szélén talalhato Arg-, valamint a Pro-jelek megvaltozasa alapjan is.

P yCH, P BCH,
P BCH, " " (RBCH)
\

F1 [ppm]

P 5CH,
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16. abra: Az L' ligandum TOCSY -spekruménak valtozasa; a Pro-jelek (fekete: szabad
ligandum, piros: jelek Ni** jelenlétében; a szegélyre illesztett spektrumok a szabad ligandum

jeleit mutatjak).

31



R BCHZ R BCHz R ’yCHZ
(PPCHo)\  (QBCHy)| >

2.95 F1 [ppm]

3.00

/_ =

T
3.20

R 8CH,

: - -
12 F2[ppm]

17. abra: Az L' ligandum TOCSY -spekruménak valtozasa; az Arg-jelek (fekete: szabad
ligandum, piros: jelek Ni*" jelenlétében; a szegélyre illesztett spektrumok a szabad ligandum

jeleit mutatjak).

Az L? ligandum legsavasabb pH-n képz6dd komplexe nikkel(IT)ionok jelenlétében a
NiH4L2 Osszetételll minor részecske. 6-os pH koriili maximuménal a Nng,L2 dominans
komplex mar koriilbeliil azonos mennyiségben van jelen, s gyorsan meg is haladja azt. Ezen
részecske kozel 3 pH egységen keresztiil uralkodd oktaéderes, paramagneses, {3Nim}
koordinacidju komplex. A képzédésére felirhatd egyensilyi allandé (Ni%* + HsL? = NiHsL?,
log K = 5,20) kozel egy nagysagrenddel kisebb, mint a megfeleld cinkkomplex értéke.

100 +
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Ni(l1) %

18. abra: Az LZ—Ni(II) 2:1 aranyu rendszerében szamolt eloszlasgorbék (ciig = 1,1x10° M,
CNi(y = 1x10° M, 1=0,1 M, T = 25 °C).
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A pH 8 felett meginduld, egymassal erdsen atfedé deprotondlodasok soran sarga szind,
diamagneses komplexek képzddnek, igy azok a fémion 4altal indukélt amidnitrogének
deprotonalodasat, valamint a bazikus oldallancok protonvesztését eredményezd
mikrofolyamatokhoz rendelhetéek. A Zn**-L? rendszerhez hasonloan itt is végeztiink néhany
egyszerli fluorimetrias tesztet, hogy megallapitsuk, van-e hatisa a fémionkoordinacionak a
peptid fluorimetriasan aktiv Tyr koriili szegmensére. Am a tirozintél szarmazé jel most sem
szenvedett valtozast a fémionmennyiség ndvelésével, azaz feltehetden az L? peptidhez k6t6dd

nikkel is tavol helyezkedik el a Tyr-tol.

4.4. Az L* ligandum réz(I)komplexei

A peptid réz(I)-ionokkal 1:1 és 2:1 fémion-ligandum aranyok mellett a teljes pH-
tartomanyban vizoldhato egy- és kétmagvi komplexeket képez. A 19. abran lathato titralasi
gorbékbdl leolvashatd, hogy a szabad ligandumhoz viszonyitva, fémiononként két ,,extra”
deprotonalodas jatszodik le pH ~ 8-ig, ami az amidnitrogének fémion-indukalta
protonvesztését mutatja. Az abra azt is szemlélteti, hogy a fémiont tartalmazé6 rendszerekben
pH ~ 4 értéknél indul meg szamottevd mértékben a komplexek képzdédése, ugyanis ettdl
kezdve ,,valnak szét” a gorbék (ugyanolyan pH eléréséhez tobb lugot kell adni a fémiont
tartalmazd rendszerhez, mint a tiszta ligandum oldatdhoz). Az 1:1 és 1:2 ligandum-fém
aranynal mért gorbék pH ~ 5-ig hasonlé lefutasuak, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy

fémionfelesleg esetén itt kezdenek megjelenni kétmagva komplexek.
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19. abra: Az L' ligandum (1.), az L*-Cu(ll) 1:1 (2.) és az L*-Cu(ll) 1:2 (3.) aranyu
rendszerének titralasi gérbéi a ligandumra vonatkoztatott ekvivalens ligmennyiség

(Nnaow/Niig) fliggvényében.
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Potenciometras méréseinkkel parhuzamosan vizsgaltuk rendszereink UV-Vis és CD
spektrumainak pH fliggését is. Az ekvimolaris oldatokban felvett elektrongerjesztési
spektrumokat a 20., a CD spektrumokat a 21. abra mutatja be. Az elektrongerjesztési
spektrumon a réz(Il) d-d atmenetéhez rendelhetd sav nagyobb energiaértékek (Kisebb
hullamhosszak) felé¢ torténd erdteljes eltolodasa figyelheté meg a pH nodvelésével (kék
eltolodas), amit a 20. abran nyilakkal szemléltettem.
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20. abra: Az L'-Cu(ll) 1:1 arany rendszer UV-Vis spektrumai kiilonbdzé pH-kon.

Ez az eltolddas a koordinalddott nitrogének egyre novekvo szamanak kovetkezménye, mivel
ezen donorcsoportok mindegyike nagyobb ligandumtérerdt hoz 1étre a réz(Il)ion koriil, mint
az altaluk leszoritott vizmolekulak.

A CD spektrumok pH ~ 6-ig viszonylag kismértékli valtozast mutatnak, idaig feltehetden
csak imidazolnitrogének 1épnek be a koordinacids szféraba, magasabb pH-n azonban jelentds
mértékben valtoznak. Minthogy a kirdlis perturbaci6 dontéen az amidnitrogén
koordinalédasan keresztiill hat a réz(Il)ionra, pH 6 felett mar ezen donorcsoportok

koordinalodasaval is szamolni kell.
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21. abra: Az L'-Cu(Il) 1:1 arany rendszerének CD spektrumai kiilonbdz6é pH-kon (Ciig és
Ceugny = 8x10* M, 1=0,1 M, T = 25°C).

A potenciometrias titralasok, valamint a pH-fiiggd UV-Vis és CD spektrumok egylittes
kiértékelésébdl nyertiik informacidinkat rendszereink egyensulyi viszonyait, valamint a
képzddott komplexek egyedi molaris UV-Vis és CD spektrumait illetéen. Ez utobbiak, és a
késobb bemutatandd6 ESR eredmények szolgaltak a vizsgalt komplexekre vonatkozo
szerkezeti informaciok alapjaként. A rendszerben képzddd részecskék Osszetételét és azok
képz6dését jellemzd bruttd stabilitasi allandok (log B) értékeit, valamint a CuHL' komplex
fémionbol és a megfeleld protonaltsagi ligandumbdl torténd képzddését jellemzd log K

értékét a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat: A vizsgalt réz(Il)komplexek képzddési allandoi és log K allando.

CupHgL s log Bpor  PKpar  ClpHgL™ log Bpqr PKpgr
CuHL 12,51(1) 4,83 CuzH.,L -1,77(3) 6,14
CuL 7,68(1) 6,85 CuzHsL -7,89(1) 6,83
CuH_L 0,83(3) 6,44 CuyH.4L -14,.82(1) 9,23
CuH.L -5,61(1) 9,85 CuyH.sL -23,82(2) 9,60
CuHL -15,46(1) CuyH.6L -33,66(2)
log Keune 5,75
Meérési pontok 804
Illesztési paraméter 0,0056
(cm’)
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22. abra: Az Ll—Cu(H) 1:1 ardnyt rendszerében szamolt eloszlasgorbék (ciig = 1x10°3 M,
Ceuany = 1x10° M, 1=0,1 M, T = 25 °C).

A L-Cu(Il) 1:1 rendszerben képz6dé komplexek eloszlasgorbéi a 22. abran lathatoak. A
rendszerben kimutathaté legmagasabb protonaltsagi fok részecske a CuHL', amely
viszonylag jelentds, &m nem domindns mennyiségben képzdédik pH 4 és 5 kozott. Az
alkalmazott szerkezetvizsgdlati modszereink mindegyike azt mutatja (kis intenzitasu CD
spektrum, kd'dmax =725 nm, g, = 2,330, A;; = 140 G), hogy ezen részecskében a Cu(ll)-iont
koordinacids szférajaban két imidazolnitrogén veszi koril. Ez a komplex pH ~ 5 folott
deprotonalodik és alakul at a pH ~ 5-6 kozott dominans Cu L' részecskévé (lasd 22. abra). E
folyamat pK-ja (4,83) joval kisebb, mint a szabad ligandum elsé pK-ja, ami mindharom
imidazol koordinaciojat valoszintsiti. Ez teljes 0sszhangban van ezen részecske spektralis
sajatsagaival (A% max = 625 NM, g, = 2,274, Ay, = 165 G), igy e komplex {3Nin} koordinacids
moéddal jellemezheté. Emellett, a CuL' és CuHL' komplexek fémionbol és a megfelels
protonaltsagli ligandumbol torténd képzddésére (Cu®* + HL' = CuHL* és Cu* + L' = CuL?)
felirhaté folyamatokat jellemzd log K értékek is (5,75 és 7,68) meggy6z0 hasonlosagot
mutatnak mas 2 Nin, illetve 3 Niy, koordinalt peptid-Cu(Il) komplexek esetén mért értékekkel
[23-26].

A semleges pH-tartomanyban, a CuH;L' és CuH,L' részecskék képzédésével
parhuzamosan, nagy intenzitasu negativ CD-effektus jelenik meg 340 nm kornyékén (21.
abra), ami a réz(Il)-amid toltésatviteli savnak tulajdonithatd, igy amidkoordinaciot
valoszinlisit. Az a tény, hogy a CuH1L' részecske deprotonalddasi allandoja kisebb érték
(PKcuH, L1 = 6,43), mint a nala protonaltabb CuL?! részecskéé (pKcuLl = 6,86), kooperativ

deprotondlodasra utal. Ilyen kooperativitdst mutatd deprotonaldédasok, melyben két
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amidnitrogén csaknem egyidejii protonvesztése és koordinacioja jatszodik le, jellemzoek a
HXH-részletet tartalmazo peptidek réz(IT)komplexeire [28], igy feltételezziik, hogy a CuH.,L*
komplexben a réz(Il) a ligandum —HSH- részletéhez kotddik, {Nijm,N,N",Nim} koordinécios
kornyezetet kialakitva. A komplex spektralis paraméterei is (A" max = 545 nm, g, = 2,209, A,
= 185 G) alatamasztjak ezt a kotési modot. Ez a szerkezet feltehet6en igen nagy stabilitasq,
hiszen a komplex széles pH-tartomdnyban dominans, csak magas pH-n alakul tovabb. A
CuH.sL' részecske pH ~ 9-10 felett képzédik, amivel parhuzamosan ujabb mélyre hato
valtozasok tapasztalhatoak a CD spektrumon (21. abra), s ez jelentds szerkezetvaltozasra utal
ezen részecske kialakulasa soran. E komplex spektralis paraméterei alapjan (Xd'dmax =525 nm,
0z = 2,188, A;; = 193 G) a ligandumtér jelentés novekedésére tudunk kdveteztetni, ami
feltehetéen egy harmadik amidnitrogén koordinacidjaval (és az egyik imidazolgyiri

kiszorulaséval) magyaréazhato.
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23. A-B. abra: Az L*-Cu(Il) 1:1 aranyu rendszerében talalhato fobb részecskék szamolt
egyedi molaris UV-Vis (A) és CD (B) spektrumai.

37



5. tablazat: Az Ll-Cu(II) 1:1 ardnyu rendszerében mért fobb részecskék egyedi molaris

spektrumainak A% %y értékei (mért és szamolt [29]).

CupH LY mért A% e (NM)  szdmolt A% 0 (nm)
CuHL {2Nin} 725 685
CuL {3Nin} 635 625
CuH.L {2Nim,N'} 595 602
CuH.,L {2Nim,2N'} 545 537
CuH.sL {Nim,3N'} 525 521

Oldategyensulyi, UV-Vis és CD méréseinkkel parhuzamosan az Ll-Cu(II) 1:1 és 1:2
rendszerre vonatkozd ESR mérések is késziiltek. A felvett pH-fliggd spektrumokat a 24. A-B.
abra, az azok kiértékelésével nyert ESR paramétereket és feltételezett koordinacios mdodokat a
6. tablazat, a szamolt egyedi spektrumokat a 25. dbra mutatja be. Az ezekbdl levonhato

kovetkeztetések jo egyezést mutatnak az UV-Vis és CD vizsgalatok eredményeivel.

r I T I T I T I T I T I 1 r I T I L) I T I L] I L] I 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600 2600 2800 3000 3200 3400 3600

Magnetic field (G) Magnetic field (G)

24. A-B. abra: Kisérleti (fekete) és szamitott (piros) ESR spektrumok kiilonb6z6 pH-kon az
L'-Cu(ll) 1:1 (A) és 1:1,8 (B) rendszerében.
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6. tablazat: Az Ll-Cu(II) rendszerben mért komponensek ESR paraméterei (CuaH 4L* a

megfeleld dsszetételti komplex kdlcsonhatd fémeentrumokat tartalmazo izomerje).

CupHoLY  Ou Oyy 0z A«/G Ay/G ALG  Koordinicié
Cu** 2,082 2082 2425 83 83 1115
CuHL 2,062 2062 2330 10,0 100 1400 {2Nin}
CuL 2,058 2058 2274 238 238 16572 {3Nin}
CuHjsL 2051 2051 2240 320 320 1800  {2NimN?}
CuHoL 2,036 2,044 2209 154 332 1845 {NimN N ,Nin}
CuHsL 2,031 2046 218 201 352 1928 {NimN,N N}

CUzH.zL 2,135 55,6
CUzH.gL 2,128 70,0
CuH4L* 2,117 63,5
CusHsL +

CuoH.oL 2,102 47,3

Cu,H_L + Cu,H (L
Cu,H_L*
Cu,H_L
Cu,H,L

"

CuH_L

CuH_L
CuH_,L
uL

CuH,L

e

+

|

L L L L
2600 2800 3000 3200 3400 3600
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25. abra: Az L'-Cu(Il) rendszerben mért részecskék szamitott egyedi ESR spektrumai.



Potenciometrias ¢€s spektrofotometridss méréseink sordn az altalunk vizsgalt pH-
tartomanyban az L'-Cu(Il) 1:2 aranya rendszere mindvégig oldatban maradt, csapadék nem
képzodott, ami kétmagvi komplexek képzddésére utal. Ezen részecskék kis mennyiségben
mar az 1:1-es ligandum-fém aranynal is képz6dnek (22. abra), de csak 1:2 aranynal valtak
dominanssa (26. abra).
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26. abra: Az Ll—Cu(H) 1:2 ardnyt rendszerében szamolt eloszlasgorbék (ciig = 1x10°3 M,
Ceu(ity = 2x10° M, 1=0,1 M, T=25 °C), és a 375 nm-en mért UV-Vis abszorbancia a pH
fliggvényében.

A potenciometrias titralasok mellett, pH-fliggé UV-Vis (27. abra), CD (28. abra) és ESR
vizsgalatokat is (24. B. abra) végeztiink kb. kétszeres fémionfelesleg jelenlétében. Ahogy a
megfeleld titralasi gorbén is lathatd (19. abra), pH ~ 5-ig fémionfelesleg esetén is csak
egymagvu komplexek képzOdnek, az 1:1 ardnyu rendszernek megfeleléen. Az elsd
kimutathaté kétmagvli részecske a CupH.,LY, mely pH 6 ¢és 7 kozott képzoédik kis
mennyiségben. Mivel kialakulisa jelentdsen atfed a kovetkezé CupHsL' komplexével,
spektroszkopiai paraméterei bizonytalanok, azokbdl nem vontunk le kovetkeztetéseket. Az
els6 nagyobb koncentracioban megjelend kétmagvu részecske a CuoHsL! komplex.
Kialakuldsaval parhuzamosan az UV-Vis spektrumon egy toltésatviteli sav jelenik meg 375
nm-es maximummal (26. abra és 27. abra inzertje), ami sem a réz-imidazol, sem a réz-amid
koordinaciéhoz nem rendelhet6. Az irodalmi adatok alapjan ez leginkabb egy p-hidroxo-
vagy p-alkoxohidas koordinacio toltésatviteli savjahoz tartozhat [30]. Ezt aldtimasztani
latszik az ESR spektrumokon pH ~ 6-7 kozott megfigyelhetd szignifikans intenzitascsdokkenés
IS (24. B. abra), ami erdteljes antiferromagneses kolcsonhatasra utal a két réz(II)centrum

kozott, melyet az ilyen egyatomos p-hidroxo- vagy p-alkoxohidak hatékonyan képesek
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kozvetiteni. Az ESR spektrumok intenzitasa a Cqu_ng részecske tovabbalakulasaval ismét
néni kezd, bar az eredeti intenzitdst a legmagasabb pH-kon sem éri el. Eszerint a két
réz(Il)centrum kolcsonhatdsban marad, de az erds kozvetitd hatdsu hidroxo-/alkoxohid ezen
részecske deprotonalddasaval megszinik.

A fémfelesleg mellett vizsgalt rendszerekre vonatkoz6 titralasi gorbe azt mutatja (19.
abra), hogy pH ~ 7 értékig négy ,.extra” deprotonalddas jatszodik le a kétmagvi komplexek
képzddésétsl kezdddden, ezért kétségkiviil mar a CupH,L' és CupHsL' részecskék is
tartalmaznak amidnitrogént koordinacids szférajukban. Ezek a protonvesztési folyamatok
azonban annyira atfednek egymassal, hogy koordinécios elrendezésiiket és szerkezetiiket

illetden nem tudunk megbizhat6 kdvetkeztetéseket levonni.
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27. abra: Az L'-Cu(Il) 1:2 aranyi rendszer UV-Vis spektrumai kiilsnbdz6 pH-kon, valamint
a 550 és 375 nm-en mért abszorbancia pH-fiiggése.
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28. abra: Az L'-Cu(Il) 1:2 aranyi rendszerének CD spektrumai kiilsnboz6 pH-kon (Ciig =
8x10™ M; ceyay = 1,5x10* M, 1=0,1 M, T = 25 °C).
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A CuH.4L! részecske a pH ~ 7-9 tartomdnyban domindns, s igy a kétmagva komplexek
kozott kiemelkedd stabilitassal bir. Az Ll-Cu(II) 1:1 ardnyt rendszerben kapott
eredményeket is figyelembe véve, ebben a komplexben az egyik fémion esetében a
kiemelkedd stabilitast eredményezd {Nijm,N,N",Nin} tipust koordinacié feltételezhetd, mig a
masik réz(Il) kornyezetében valoszinlileg {Njn,N,N} valoésul meg, igy eredményezve a
négyszeres ,,extra” deprotonaltsagi allapotot. Ezt erdsiti meg az is, hogy az ESR eredmények
alapjan e kétmagva komplex spektruma jorészt leirhatd az egymagvi CuH L' részecske
paramétereivel (lasd késobb). A CuoHsL! képzddése soran a CD spektrumsorozaton a mar
meglévo réz(Il)-amidnitrogén kdlcsonhatasra jellemz6 savok intenzitasa erdsodik meg (560
nm koriili CD sav, 28. dbra), tehat itt egy jabb amidnitrogén 1ép be a koordinacios szféraba,
feltehetéen a masodik, {Nijn,N,N} koordindcioji réz alakul {Nim,N,N,N} koérnyezeti
komplexszé. A pH ~ 10 utan dominanssa valo CupH.gL! képzSdésével a CD spektrumon egy
erbteljes, Un. couplet-sav jelenik meg, mely — bar atfed a CupH.sL'-hez rendelhetd savval — jol

azonosithat6 az egyedi molaris CD spektrumok alapjan (29. B. abra).
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29. A-B. abra: Az L' - Cu(Il) 1:2 aranyu rendszerekben talalhatd fobb részecskék szamolt
egyedi molaris UV-Vis (A) és CD (B) spektrumai.
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Ehhez hasonldé mélyre hatéd valtozasok kdvetkeztek be az Ll-Cu(H) 1:1 ardnynal mért CD
spektrum esetén is az utolsd deprotonalédas soran (CuH.sL' képzédése, 21. 4bra), raadasul
ezen két deprotonalddast jellemzd pK érték igen hasonld (pKCUZH-SL = 9,60 és pKcun,L =
9,85). Mindez alatdmasztja azt, hogy ezen kétmagvi Cu,H.sL' komplex deprotonalodasa
soran a kedvezd {Nim,N,N,Nin} elrendezddésii réz(Il)centrum egyik imidazolnitrogénje
cserélddik amidnitrogénre a CuH_3 L komplexnél mar emlitett szerkezeti valtozashoz hasonlo
atrendezddés kiséretében.

A fémion feleslegében felvett ESR spektrumok az egymagviu komplexekre mar
meghatarozott egyedi spektrumok mellett antiferromagneses kolcsonhatdsra utald izotrop
komponensek figyelembevételével keriiltek értékelésre. Ezen izotrop komponensek
spektrumai (25. abra) jo egyezéssel hozzarendelhetéek a képz6d6 kétmagvu komplexekhez. A
Cqu.4L1 részecske esetén szerkezeti izomerek jelenlétét kell feltételezniink: a spektrumon és
a 6. tablazatban csillaggal jelolt Cu,H.4L* részecske a komplex azon izomerjét jeldli, melyben
a két réz(Il)ion antiferromagneses kolcsonhatasban all egymassal. A masik izomer izolalt
réz(Il)centrumokat tartalmaz és spektruma jo kozelitéssel leirhato a CuH L' részecske egyedi
spektrumaval. Az ESR mérések kiértékelése arra utal, hogy a pH 8-9 felett képzodd kétmagva
komplexek azonos (nagyon hasonld) ESR paraméterekkel rendelkeznek. A spektrumok
hasonldsagabol hasonld szerkezetre kovetkeztethetiink, ami ellentmondani latszik az UV-Vis
¢s CD eredményeknek, melyek a Cqu.sL1 = CUQH-GLl + H* atalakulas soran egy hatodik
amidnitrogén deprotonalddasat és — fdleg a CD spektrumok — jelentds szerkezeti
atrendez6dést mutatnak. Azonban az ESR méréseket 77 K-en végeztiik, igy az oldat fagyasi
homérsékletén (263-243 K) fennallo egyensulyi viszonyok eltérhetnek a 298 K-en
meghatarozottaktol, s ez jelentdsen befolyasolhatia a CupHgL' részecske eloszlasgorbéjét.
Ezért ebben az esetben a 298 K-en felvett UV-Vis és CD méréseink alapjan levont

kovetkeztetéseinket tartjuk meghatarozonak.

5. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkori munkam kapcsan oldategyensulyi és szerkezetvizsgalati méréseket
végeztliink két termindlis végein védett, a human ZnT3 fehérje MBS1 fémko6td szakaszara
vonatkozo peptiddel. Kiilonb6zo ligandum-fém aranyoknal vizsgaltuk a peptidek
kolesonhatasat Zn?* és Ni** ionokkal, valamint az L' jelii ligandum esetén Cu?* ionokkal is.
Felderitettik az Ac-RHQAGPPHSHR-NH, szekvenciaji L' ligandum oldategyensilyi

viszonyait és jellemeztik a képz0dd komplexek stabilitasait a fent emlitett fémionok
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jelenlétében. Hasonld méréseket végeztink a ciklikus L2 peptid esetén Cc(Ac-
CKLHQAGPPHSHGSRGAEYAPLEEGPEEKC-NH,), majd sszevetettiik a kapott adatokat.
Ezek alapjan levontuk kovetkeztetéseinket a fémkotd hely szerkezetének a koordinacidra
gyakorolt hatasara vonatkozoan. Végiil 6ssze kivantuk hasonlitani az MBS1 fragmens
fémkoto sajatsagait a human ZnT3 masik két kotdhelyét modellezd, korabban tanulmanyozott
peptidek (Ac-PFHHCHRD-NH, - MBS3, Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH, - MBS2)
eredményeivel.

Mérési eredményeink alapjan elmondhatd, hogy semleges pH-n mindkét peptid-zZn®*
rendszer esetében a 3 His-oldallanc altal koordinalt komplex a dominans: L' esetén ez a ZnL
Osszetétell, log K = 4,48 stabilitasi allandoval jellemezhet6 részecske. Ehhez nagyon hasonlo
a mar korabban vizsgalt AC-KAHEFGHSLGLDHSK-NH; szekvenciaju peptid megfeleld
ZnH,L komplexének értéke (log K = 4,47), mindkettd meglehetésen kis cink-affinitast jelez a
ligandumra nézve. Az L? ligandum {3Nim} koordinci6ju dominans komplexe a ZnHsL,
(log K = 5,93), kissé megnovekedett stabilitassal rendelkezik a kisebb fragmenshez képest,
amit vagy a gylrli preorganizalt szerkezete, vagy kiegészit6 O-donorcsoport(ok)
koordinacidja eredményez (pl. amid-O). Ez a masfél nagysagrendbeli stabilitasnovekedés
jelentds, am a fehérje harmadik, MBS3 kétohelyet modellezé Ac-PFHHCHRD-NH, peptid
semleges pH-n képz6dé ZnL komplexének megfeleld értékétél még igy is messze elmarad
(log K = 8,50). Raadasul ez utobbi (MBS3) kotéhely a cink-nikkel dsszehasonlitasban cinkre
szelektivnek bizonyult, hisz mig az MBS1 és MBS2 kotéhelyet modellezé peptidek kb.
azonos stabilitasti komplexeket képeztek cinkkel és nikkellel a semleges pH-tartomanyban,
addig az MBS3 ZnL komplexe két nagysagrenddel stabilabb, mint a NiL. Hasonlé mondhat6
el a cink-réz Gsszehasonlitasban is. Bar az MBS3 peptid redoxireakciot ad a réz(Il)ionnal,
MBS1 és MBS2 peptidek CuL. komplexei kisebb stabilitasuak (log K ~ 7,7 — 7,8), mint az
MBS3 ZnL komplexe. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a ZnT3 fehérje elsddleges
fémkotd helye nem a széles korben feltételezett His-gazdag hurok (MBS1), hanem a fehérje
—PFHHCHRD- szekvenciaval rendelkezé N-terminalis része (MBS3) lehet. Mindazonaltal,
MBSI1 és MBS2 fragmensek szerepet jatszhatnak a ZnT3 miikddési mechanizmusaban —
példaul cink-szenzorként — de az elsédleges cink(Il)-megkoté funkcié (az irodalmi

hivatkozéasokkal szemben) feltehetden az MBS3 fémkotd szekvencidhoz kothetd.
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