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1. Bevezetés és célkituzések

Kiilonbozé fémionok fontos szerepet jatszanak az ¢€l0 szervezetek szerves
molekulainak szintézisében ¢és szallitdsaban, illetve bioldgiai rendszerek sav-bazis- és
redoxifolyamatainak a katalizaldsaban. Az egyik legfontosabb fémmegkotohelyet a
proteinek képezik. Ezek taldlhatok meg a metalloenzimekben is, ahol a fémionok a
polipeptidlanc  specidlis aminosavjaihoz (pl. a hisztidin aminosav 1midazolil-
oldallancahoz) kotddnek. Metalloenzimeknél a fémion lehet csupan az enzim harmadlagos
szerkezetét stabilizalo passziv tényezd, azonban igen gyakran aktiv szerepet is jatszik a
katalizis folyamatdban. Részt vehet a szubsztrat kotésében, a reakcid intermedierjeinek a
stabilizaldsaban és magéban a katalizalt redoxireakcioban is.

Metalloenzimekben a hisztidin kétféle szerepet jatszhat: egyrészt a fémiont koordinalja
az 1midazolnitrogénjén keresztiil, masrészt — az imidazolil-oldalldnc pirrol-tipust
nitrogénjének deprotonalodasa utan — hidligandumként kothet 6ssze két féemceentrumot.

A réz a novény- ¢és allatvilagban egyarant elterjedt, €s redoxireakcioi szamos biologiai
oxidacids folyamatban jatszanak szerepet. Az €16 szervezetben a réz tobbnyire fehérjékhez
kotott formaban (rézproteinekben) fordul eld. A biologiai szempontbol aktiv
rézproteineket harom f6 tipusba lehet sorolni:

— 1. tipusu vagy “kék”-rézproteinek: egyetlen rezet tartalmaznak egy erOsen torzult,
[2-N(imidazol), S(tiol), S(tioéter)]-donoratomok 4altal meghatarozott koordinacios
kornyezetben. Ezek a metalloenzimek féleg redoxireakcidkat katalizalnak (pl. a
novényekben eloforduld lakkdz és aszkorbinsav-oxidadz, valamint a emldsokben
megtalalhato ceruloplazmin).

—2. tipusu rézproteinek: szabalyos monomer réz(Il)komplexekre jellemzd torzult
oktaéderes koordinaci6 valdésul meg, erds ekvatoridlis €s igen gyenge axidlis
kolcsonhatasokkal (pl. szuperoxid-diszmutazok).

— 3. tipusu rézproteinek: két réz(I)iont tartalmaznak, mindkét réz hisztidil-oldallancokon
keresztiil kapcsolodik a fehérjéhez. Ezen enzimek az oxigénmolekula transzportjdban és
aktivalasaban vesznek részt (ilyen pl. a puhatestlieckben eléfordul6 hemocianin).

Ujabban egy 4. tipust is javasolnak, ami egy harom réz(II)ionbol all6 egységet jeldl.

Szintén nem sorolhatd az elsé harom csoportba a citokrom-c oxidaz, melyben kétféle réz

van: a Cu, a mitokondrium membranjan kiviil helyezkedik el, mig a Cug egy vasatommal

csatolva a membranon beliil talalhato.

A nikkel egyik biologiai szerepe 1975-ben nyert bizonyitast, amikoris a mar 50 éve
ismert “jack bean urease” enzim nikkeltartalmat egyértelmiien azonositottak. Az uredzok
a karbamid hidrolizisét katalizaljak. Nikkeliont tartalmazd metalloenzimek emellett a

baktériumokban el6forduld [NiFe]- és [NiFeSe]-hidrogendzok, melyek az oxigén és a



hidrogén vizzé valo alakuldsat katalizaljak. A szénmonoxid-dehidrogendz enzim szintén
tartalmaz — vas mellett — nikkelt is, és a szénmonoxid széndioxiddd vald oxidacidjat
katalizalja. Emellett kis spinszamu, siknégyzetesen torzult nikkel(Il)ion talalhato a metil-
koenzim M reduktdzban, mely a széndioxid metanna vald konverzidjdban vesz részt.

Szintén nikkel- és réz(Il)iont tartalmaznak az “ATCUN motif’ (Amino Terminal Cu(Il)-,
Ni(Il)-binding) modellek, melyben a ligandum barmilyen, szabad N-terminalis
aminocsoportot ¢s harmadik helyen hisztidint tartalmazé peptid (albumin) lehet. Az
albumin egyik legfontosabb feladata kiilonb6z6 kismolekuldk €s ionok szallitasa, beleértve
a szervezetben eléforduld fémionokat is. Ezen peptidek alkalmasak emellett a DNS-lanc

specifikus hasitasara, azaz mesterséges restikcios endonukledzok.

A cink bioldgiai szempontbo6l az egyik legfontosabb fémion, igy metalloenzimekben is
sokkal elterjedtebb kozponti ion, mint a réz(Il)- vagy nikkel(Il)ion. Azok az enzimek,
amelyek karbonsavészterek, amidok, peptidek vagy foszfatok hidrolizisében vesznek részt,
majdnem mindig cink(Il)iont tartalmaznak az aktiv centrumban. Cink(II)iont tartalmazé
enzim pl. a szénsavanhidraz, karboxipeptidaz, termolizin, alkohol-dehidrogendaz,
szuperoxid-diszmutdzok €s az elasztaz. A cink egy Ujabban felfedezett szerepe azokhoz a
fehérjékhez kapcsolodik, amelyek a DNS bazisszekvencidjanak a felismerésében jatszanak
szerepet, a genetikai informaci6 atadédsat szabalyozzak. Ezek az ugynevezett “cink ujjak”

(zinc fingers) 9-10 cink(I)iont tartalmaznak tetraéderes koordindcidban.

Az imidazolnitrogén elézdekben bemutatott, enzimekben betoltott alapvetd szerepe
miatt a kiilonb6z6 poliimidazol-vegyiiletek igen j6 enzimmodellek lehetnek. Vizsgalataink
c¢lja az volt, hogy — egy, a korabbi irodalmi adatok alapjan a metalloenzimek aktiv
centrumanak a modellezésére alkalmas kelatképz6 ligandum — a bisz(2-imidazolil)-metil-
amin (BIMA) kiilonb6zé aminosav- €s peptidszarmazékainak réz(Il)-, nikkel(Il)- és
cink(IT)ionnal valé komplexképzését tanulmanyozzuk. Célul tiiztiik ki a komplexkémiai
rendszerek oldategyenstlyi szempontbdl vald jellemzését és a kialakulé komplexek
szerkezetvizsgalatat.

Mivel a vizsgalt bisz(2-imidazolil)-metil-amin szarmazeékait tartalmazo rendszerek
igen Osszetett képet mutattak, jelentds részben az imidazolcsoportok két-két nitrogén
donoratomjanak tulajdonithatoan, a vizsgélatokat kiegészitettiik a bisz(2-imidazolil)-metil-
szdrmazeékokndl egyszerlibb modellrendszer, a  bisz(2-piridil)-metil-szarmazékok
komplexkémiai vizsgalatdval. A  kilonféle oligopeptid-szarmazékokkal képzett
féemkomplexek vizsgalata elOsegiti a fémionok és proteinek kozotti kolcsonhatas
megeértését. Ezek a kismolekuldk alkalmasak lehetnek a metalloproteinek aktiv
centrumanak a modellezésére, illetve — ezen molekulak fémionhoz vald specidlis, igen

erds kotddését kihasznalva — metalloenzimek szelektiv gatlasara is.



2. Kisérleti korulmeények, vizsgalati modszerek

pH-potenciometrias modszerrel hatdroztuk meg a ligandumok protonalodasi allandoit
¢s a réz(Il)-, nikkel(I)- és cink(Il)komplexek stabilitasi allandoit. Valamennyi vizsgalt
rendszert vizes oldatban tanulmanyoztuk. A fémion/ligandum aranyt 1:3 és 2:1 kozott
valtoztattuk. A potenciometrias mérések kiértékelését szamitogépes program segitségével
végeztik el. A ligandumok protondlodasi 4llandoit és a komponensek teljes
allandoit PSEQUAD program segitségével szamoltuk. A kapott stabilitdsi allando értékek
(Bpqr) alapjan a rendszerre jellemz6 koncentracioeloszlasi gorbéket SED és CED program
segitségével szerkesztettiik meg.

UV-lathaté spektrofotometrias vizsgalatokat réz(II)- és nikkel(II)komplexek
esetében végeztink. A fémkomplexek spektrumanak vizsgéalatdhoz sziikség volt a
ligandum spektrumanak az ismeretére is, mivel ezen ligandumoknak van elnyelési sévja a
kozeli UV-tartomanyban. A kapott spektrumok elemzését egyrészt a fotométert (Hewlett
Packard, HP 8453) gyarto cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld szoftverrel végeztiik,
masrészt itt 1s végeztiink szamolasokat a PSEQUAD program segitségével. Ez utobbi
modon az egyes komplexek spektrumat kiilon-kiilon meg tudjuk adni.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia optikailag aktiv, azaz diszimmetrikus
fémkomplexek (leginkdbb réz(Il)- és nikkel(Il)-peptidkomplexek) szerkezetének a
felderitésében széles korben hasznalt modszer. Mi réz(Il)iont tartalmazo rendszerekben
végeztiink ilyen vizsgalatokat. A kapott CD spektrumok elemzését itt i1s a késziiléket
(JASCO-810) gyartdo ceég altal biztositott kezelo- €s kiértekeld szoftverrel, masrészt
PSEQUAD programmal végeztiik.

"H-NMR spektroszkopias méréssel azonositottuk valamennyi ligandum szerkezetét
¢s ellendriztiik tisztasagukat. Emellett a ligandumok egyes, protonaldédasra képes
csoportjaihoz tartozd pK-értékeknek az azonositdsara, a protondlodasi mikroallandok
megadasara is ez a modszer volt hasznalhatd. Cink(II)komplexek esetében a részecskék
szerkezetének a felderitésére szintén NMR spektroszkopiat alkalmaztunk. A kapott
spektrumokat a BRUKER AM360 NMR spektrométer sajat szoftverjével, illetve 1D-
WinNMR nevii, Windows alatt futd program segitségevel ertekeltiik.

Magneses momentum méréseket rézkomplexek esetén végeztiink az Evans-modszer
(NMR spektroszkopias meérés) segitségével. A réz(l)- és a ferromagnesesen csatolt
réz(Il)komplexek diamagnesesek, mig a réz(Il)komplexek paramagneses viselkedéstiek,
igy a ferromagneses (spin—spin) kélcsonhatas jelenlétére vagy hianyara lehet kovetkeztetni

ezen vizsgalatok alapjan.



Az elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdépia fontos vizsgalati modszer olyan
molekuldk és ionok tanulmanyozasdnal, melyek paraméagneses sajatsdguak, igy
réz(Il)komplexek esetében is. Az ESR spektrumok hiperfinom szerkezete (Ay és gy) a
komplexek kis szerkezetbeli kiilonbségeinek a megallapitasara is alkalmas. Az ESR
spektrumok parhuzamos tartoményanak a kiszélesedésébdl, és az ugynevezett “X-band”
tartomanyban taldlhatd 7 jel megjelenésébdl dimer vagy mas oligomer szerkezetek
jelenlétére lehet kovetkeztetni. Dimer szerkezetek estében az ESR (gt és D[cm ']) alapjan

lehetdség van a réz—réz tavolsadg szamolasara is a Stevens egyenlet segitségével.

Tomegspektrometrias (MALDI-TOF-MS; Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionisation, Time of Flight, Mass Spectroscopie) vizsgalatok tobbmagvu réz(Il)-
komplexek vizsgalatara alkalmasak, ahol egy molekulan beliill tobbféle kémiai
kornyezetben 1évd fémionok talalhatok, ami miatt mas spektroszkopiai modszerek
alkalmazéasa bonyolulttd valik. A MALDI-TOF-MS mérések alapjan megadhatjuk a
komplex pontos molekulatomegét, emellett a modszerrel — a komplex fragmentalodasat,

hasadésat vizsgalva — tovabbi szerkezeti informdcio is nyerhetd.

3. Vizsgalt ligandumok

Valamennyi, altalunk vizsgélt aminosav- €s peptidszarmazeékot az MTA Peptidkémiai
Kutatocsoportjaban, illetve az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén allitottak eld. A
ligandumok azonositdsara és tisztasaganak ellendrzésére HPLC-t, NMR spektroszkopiat,
VRK-t, olvadaspont-meghatarozast, valamint pH-potenciometriat hasznaltunk.
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4. Uj tudomanyos eredmények

4.1.Osszesen tizenkét 1j bisz(2-imidazolil)-metil-, illetve bisz(2-piridil)-metil aminosav- és
dipeptidszarmazék (1. és 2. abra) sav-bazis sajatsagait jellemeztiik pH-metridas és NMR
spektroszkopias mérések alapjan.

A pK-értékeket potenciometrias titradlassal hataroztuk meg, mig a kiilonb6z6 pK-khoz
tartozo deprotonalodé/protonalodd donorcsoportokat NMR spektroszkopia, illetve hasonld
szerkezetli ligandumok pK-értékeivel valdo 0Osszehasonlitds alapjan azonositottuk. Az
altalunk vizsgalt ligandumokban a piridin-, imidazol- és aminocsoportok deprotonaldodasa
megy végbe a mérhetd pH-tartomanyban. A legnagyobb pK-érték minden esetben az
aminocsoporthoz tartozik (7,2 <pK(amino) <8,6). A hisztidin-imidazolok pK-ja enn¢l
kisebb (5,4 < pK(hisztidin) < 6,3), mig a legkisebb értékeket a bisz(2-imidazolil)-, illetve
bisz(2-piridil) csoportra mértikk (2,6 < pK;(imidazol) < 3,2; 4,5 <pK,(imidazol) < 5,6;
pKi(piridin) < 1,5; 2,9 < pKs(piridin) < 3,3), ahol a két protonalt aromas nitrogén kozeli
helyzete mind sztérikusan, mind elektrosztatikusan kedvezdtlen. A pK-kat emellett egy
hozzajuk viszonylag kozel 1évd elektronkiilldé (alifas) csoport noveli, mig egy
elektronszivo (amino-, amid-, aromas, prolin-) csoport csokkenti.

Ezen pK-értékek (foleg a hisztidin aminosavat tartalmazé szarmazékok esetén) igy mar
jelentésen atfedhetnek egymassal, ami sziikségessé tette az NMR vizsgalatokat is, ahol az

egyes csoportok deprotonalodasat/protonalodasat egymastol fliggetleniil vizsgalhattuk.

4.2.Uj szdmoldsi médot  alkalmaztunk a  protondléddasi  mikrodllandék  NMR
spektroszkopias mérések alapjan torténé megaddasdara olyan kismolekulak esetében,
ahol valamennyi csoport deprotonalodasa hatdssal van valamennyi NMR-aktiv
csoport jelere. Ilyen kismolekuldk esetében a ligandum egyes részei nem tekinthetoek
kiilon-kiilon egységnek, mint a kordabbi irodalmakban szerepld, nagyobb molekulak
eseteben az egyes ligandum-részletek.

A protonalodasi/deprotonalddési mikroallandok szdmoldsanal egy-egy faktorral
jellemeztilk minden egyes protonalédasra képes csoport protonalodasanak, illetve
deprotonalddasdnak minden egyes NMR-aktiv csoport kémiai eltolodasara gyakorolt
hatasat. Egy adott, NMR-aktiv csoport tényleges kémiai eltolodas értéke igy a faktorok €s
a protonaltsagi fok ismeretében szamolhat6. Kisérletileg ezeket a kémiai eltolodasokat
mérve, kiilonbozo illesztési eljarasokkal ki lehet szamolni a faktorok értékét, valamint egy
adott protonaltsdgi foknal a proton eloszlasat a koordinacios helyek kozott, azaz az

1zomerizacios és protonalodasi mikroallanddkat.



4.3.Két, bisz(2-imidazolil)-metil-aminosavszarmazékokkal analog bisz(2-piridil)-metil-
szarmazek (Gly-BPMA és His-BPMA) komplexképzését irtuk le réz(Il)-, nikkel(ll)- és
cink(Il)ionnal. Az eredmények jol egyeztek a korabban Pro-BPMA ligandummal kapott

eredményekkel. Az eredmények értelmezéséhez néhdany vegyesligandumu (M(11)—

bisz(2-piridil)-metan—hisztamin) rendszer vizsgalatat is elvégeztiik.

A Gly-BPMA ¢és His-BPMA ligandum 0 fémmegkdtOhelye savas pH-tartomanyban a
bisz(2-piridil)-metil-csoport. Az ezen koordinacioval kialakulo, hattagu kelatszerkezetii
komplexek stabilitdsa az Irving-Williams sornak megfeleléen Cu(Il) > Ni(II) > Zn(II)
sorrendben csokken. Réz(Il)ionnal a siknégyzetesen torzult geometria miatt csak mono-,
mig az oktaéderes nikkel(II)- ¢és cink(Il)ionnal biszkomplexek 1s kialakulnak
ligandumfelesleg esetén.

A His-BPMA ligandumnal, ligandumfelesleg esetén megjelenik a hisztaminszerii
koordinacio is nikkel(II)- €s cink(I)ionnal (3/a. abra), mig réz(Il)ion esetén (3/b. 4dbra) ezt
a hisztidinnek a mar savas oldatban kialakul6 axidlis koordinacioja megakadalyozza.

3. abra: Bisz(2-piridil)-metil-szarmazékok koordinacios kémiaja:
a.: bisz(2-piridil)-metil- és hisztaminszerii koordinacio (M = Ni, Zn)
b.: axilis hisztidin-koordinaci6 a [Cu(His-BPMA)H]** komplexben
c.: dipeptidszerii koordinaci6 (M = Cu, Ni, Zn)
d.: hisztidinhidas [M(His-BPMA)H_;],"" polimer (M = Cu, Ni)
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Nagyobb pH-n mindharom fémion képes eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat
¢és dipeptidszerti [N(amino), N(amid), N(piridin)]-koordinacié alakul ki (3/c. abra), mely
nikkel(IT) és cink(Il)ion esetén biszkomplexként teliteni is képes a fémion koordinacios
szférajat. A Gly-BPMA ¢és His-BPMA ligandum nemkoordindlodé piridilcsoportja nem
képes egy masik fémhez egyfogli ligandumként koordindlodva dimer szerkezetet
kialakitani, azonban a hisztidin-oldallanc hidligandumkeént mar elég er6snek bizonyult a



réz(I)— és nikkel(II)-His-BPMA rendszerben, 1:1 fémion/ligandum ardnyndl polimer
szerkezet 1étrehozasara (3/d. dbra).

Lugos pH esetén vegyes hidroxokomplexek alakulnak ki (3/c. dbra, X = OH"), melyek
megbontjak a polimer szerkezetet is. Ezek a szerkezetek szintén ismertek az dtmenetifém—
peptid komplexek kozott.

4.4. A korabban Gly-BIMA-val mért adatokat kiegészitettiik a nikkel(l1l)-Gly-BIMA
rendszer, valamint a Phe-BIMA és His-BIMA réz(Il)-, nikkel(1l)- és cink(Il)komplexeinek a
vizsgalataval. A kapott eredmények értelmezéséhez a bisz(2-piridil)-metil-szarmazékoknal
kapott eredményeket is felhasznadltuk, valamint itt is vizsgaltunk vegyesligandumu
rendszereket (M(Il)—bisz(2-imidazolil)-metan—hisztamin).

A vizsgalatok, illetve a harom ligandum viselkedésének az Osszehasonlitdsa azt
mutatta, hogy egy nagy térkitoltésii fenilalanil oldallancnak nincs jelentds szerepe a
ligandum komplexkémiai viselkedésére; ezzel szemben a hisztidincsoport alapvetden
megvaltoztatja azt.

A Gly-BIMA, Phe-BIMA ¢s His-BIMA ligandum f6 fémmegkotdhelye savas pH-
tartomanyban a bisz(2-piridil)-metil-szarmazékokhoz hasonloan a két aromas gytrii, mely
hattagu kelatot képezve koordindlodik. A komplexek stabilitasa itt is az Irving-Williams
sornak megfeleléen valtozik. A bisz(2-imidazolil)-metil-csoport erdsebb fémmegkotd
tulajdonsagu mint a bisz(2-piridil)-metil-csoport, igy itt mindharom vizsgalt atmenetifém-
ionnal kialakulnak biszkomplexek is. Ketton¢l tobb ligandum egyazon fémionhoz vald
koordinalddasat azonban itt sem sikeriilt kimutatni.

A His-BIMA ligandum esetén emellett hisztaminszerli koordinaci6 is kialakul savas
pH-n. A kétféle koordindcios mod egyiittes jelenléte lehetdvé teszi fémfelesleg esetén
kétmagva komplex, 1:1 fémion/ligandum ardnynal pedig szimmetrikus vagy
aszimmetrikus ligandumhidas dimerek kialakulasat (4/a—b. abra).

Nagyobb pH-n itt mar nehezebben alakul ki a dipeptidszerli ([N(amino), N(amid),
N(imidazol)]-) koordinacié — foleg ligandumfelesleg esetén — a nagy stabilitast
bisz(ligandum)-komplexek jelenléte miatt.

Dimer szerkezetek mind a Gly-BIMA, mind a His-BIMA ligandummal kialakulnak
semleges pH-n. A hidcsoport mindkét esetben a bisz(2-imidazolil)-metil-rész szabad
imidazolcsoportja (4/c. abra), és nem a hisztidin-imidazol.

Lugos pH-n a Gly-BIMA ¢és Phe-BIMA ligandumoknal vegyes hidroxokomplex alakul
ki. A Gly-BIMA esetén 6tos koordinacioval polimer szerkezet képzddik, mig a Phe-BIMA
esetében az aromas gytiriik stacking kdlcsonhatasa megakadalyozza a polimerizaciot (4/d.
abra). Ezen szerkezetekkel szemben a réz(II)-His-BIMA rendszer esetén a semleges pH-n
képz6dé dimerben (4/c.abra) a hisztidin-csoport (—R) axidlis koordinacidja

megakadalyozza a hidrolizist lagos tartomanyban is, igy itt végbemegy a dimer



imidazolcsoportjan a pirrol-tipustt N(1)H nitrogének deprotonalodasa. Ez a folyamat 8,5-
es pK-értékkel jellemezhetd.

His-BIMA esetében 3:2 réz(Il)/ligandum ardnya komplexet is sikeriilt kimutatni,
melyben szintén deprotonalodott a ligandumok egy-egy pirrol-tipusa nitrogénje, és egy
négy aromas nitrogén altal koordinalt réz(Il)ion hidként kot dssze két ligandumot (4/e.
abra). Ez a szerkezet mar 5,5-0s, azaz fiziologias pH-n kialakul.

4.5.Négy, nemkoordinalodo oldallancu bisz(2-imidazolil)-metil-amin dipeptidszarmazek

(Gly-Leu-BIMA, Leu-Gly-BIMA, Phe-Gly-BIMA és Ala-Pro-BIMA) komplexképzését

Jjellemeztiik réz(11)-, nikkel(Il)- és cink(ll)ionnal.

* A vizsgalatok azt mutattak, hogy egy nemkoordinadl6do aromaés (fenilalanil) vagy alifas
(leucil, alanil) oldallancnak semmiféle hatdsa nincs a kialakul6 komplexek szerkezetére,
csak a stabilitasi allandok értékét befolyasoljak kis mértékben.

Savas pH-tartomdnyban az aminosavszarmazékokkal azonos bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinaciot figyeltink meg. Azonban itt mar a ligandum aminovége elég tavol van a
bisz(2-imidazolil)-metil-résztdl ahhoz, hogy az aminovég ezzel parhuzamos,
aminosavszerli [N(amino), O(karbonil)]-koordinacidjaval szimmetrikus és aszimmetrikus
dimerek alakuljanak ki (4/f. dbra). Nagyobb pH-n, 1:1 fémion/ligandum ardnynal tovabbra
1s a dimerek jelenléte jellemzd, ezekben azonban a koordinaciés mod a bisz(2-imidazolil)-
metil-koordindcidé mellett [N(amino), N(amid)]-koordinacio (4/g. abra). Ezzel el is indul
az amidnitrogének deprotonalodasa €s koordindlodasa, mely tovabb folytatodik, és 8-10-es
pH-n mar a monomer szerkezetli, tripeptidszerli ([N(amino), N(amid), N(amid),
N(imidazol)]-) koordindci6 az wuralkodd6 mind 1:1 fémion/ligandum ardny, mind
ligandumfelesleg esetén (4/h. abra). Ezt a stabilis, négynitrogénes szerkezetet nem képes
megbontani a hidrolizis sem, igy 11-es pH felett végbemegy a koordinalt imidazol pirrol-
tipusu nitrogénjének deprotondlodasa — ezen aranyoknal még fémion-koordinacid nélkiil.
A pirrolnitrogén deprotonalddas azonban — hasonloan a réz(I)-His-BIMA rendszerhez —
lehetdséget teremt ligandumonként tobb fémion megkdtéseére is. A vizsgalatok szerint 3:2
¢s 4:2 fémion/ligandum ardnyt komplexek alakulnak ki: a 3:2 aranynéal képzd6do
szerkezetben két fémion tripeptidszerii koordinacioval koordinalodik, mig a harmadik
fémion bisz(2-imidazolil)-metil- négynitrogénes koordinacioval kot Ossze két tripeptid-
egységet (4/i. dbra). Ezen komplex — a His-BIMA ligandum harommagvi komplexéhez
hasonloan (4/e. abra) — mar fiziologias pH-n kialakul. 2:1 fémion/ligandum aranynal még
kisebb pH-n (pH =6) megtorténik a pirrol-deprotonalodas, majd 8-as pH-n egy
dihidroxohidas tetramer képzddik (4/j. abra).
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* A peptidlancban 1év6 prolin aminosavnak mar nagyobb a szerepe a komplexképzésre. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy Ala-Pro-BIMA-val — a korabbi ligandumokkal ellentétben
— nem megy végbe a peptidnitrogének deprotondlodasa és koordindlddasa. Bisz(2-
imidazolil)-metil-koordindcidt, valamint semleges pH-n a ligandum amino-karbonil végé-
nek a koordindlodasat mutattuk ki. Mivel a deprotonalodas itt csak a bisz(2-imidazolil)-
metil-csoport feldl mehetne végbe (az aminovég feldli peptidcsoporton a prolin aminosav
miatt nincs NH-proton) és ez nem torténik meg, ez ujabb igazolasa annak hogy a tobbi
ligandum esetében a deprotonalodéas az aminovéghez kozelebbi amidcsoporton kezdddott.
Mivel Ala-Pro-BIMA esetén nincs peptid-deprotondlodas, nem alakul ki a stabilis
négynitrogénes koordindcié sem, igy nagyobb pH-n hidroxid csapadék valik le.

4.6.Tanulmanyoztuk a peptidlancban lévo hisztidin aminosav szerepét a komplex-
képzodésre dipeptid-BIMA szarmazékok (His-Phe-BIMA és Phe-His-BIMA) esetén.
A peptidszekvenciaban lévd hisztidincsoport egy ujabb, erds fémmegkotd csoport. A
kialakuld komplexek szerkezete fiigg a hisztidin peptidlancban elfoglalt helyzetétol.

» Az N-terminalis hisztidint tartalmazé His-Phe-BIMA koordindlodé csoportjai ugyanazok
mint a His-BIMA liganduméi, igy részben hasonlo szerkezetli komplexek alakulnak ki.
Ezen rendszerben is kimutattuk savas pH-n a bisz(2-imidazolil)-metil- €s hisztaminszeri
koordinaciot. Ezen két koordinacioval 1:1 fémion/ligandum aranyndl ebben a rendszerben
1s kialakul a 4/a—b. abran bemutatott ligandumhidas dimer. Szintén kialakul a ligandum
amino-végének aminosavszerll ([N(amino), O(karbonil)]-), valamint [N(amino), N(amid)]-
koordinécigjaval képz0dod két ligandumhidas szerkezet (4/f—g. abra).

Lagos pH-n azonban az N-termindlis hisztidin-oldallinc nem képes megallitani a
ligandum aminovég feldli Iépcsdzetes deprotondlodasat és koordinalodasat réz(Il)ion
jelenlétében. A kialakuld komplex szerkezete megegyezik a nemkoordinalédo oldallancot
tartalmaz6 dipeptid-BIMA szarmazékok esetében kapott négynitrogénes szerkezettel (4/h.
abra), azonban itt — a viszonylag stabilis hisztaminszerli koordinaci6 miatt — ez csak
nagyobb pH-n alakul ki. Olyannyira, hogy ligandumfelesleg esetében ez a deprotonalddas
mar atfed a hidrolizissel, igy itt nem is alakulnak ki a harom- és négymagvu, deprotonalt
pirrol-tipust nitrogént tartalmazé réz(Il)komplexek.

* A Phe-His-BIMA ligandumban a hisztamincsoport helyett egy Gly-His (vagy Phe-His)-
szerli csoport taldlhatd, mely — a korabbi, peptidekkel végzett vizsgalatok alapjan — még
erdsebb koordinalddo csoport. Ez a ligandumrész azonban csak semleges és gyengén lugos
pH-tartomanyban képes részt venni a komplexképzeésben, savas pH-n nem befolyasolja a
bisz(2-imidazolil)-metil-, savas/semleges pH-n a ligandumhidas (4/f—g. abra) koordinaciot.
Nagyobb pH-n azonban kiszoritja azokat, €s Gly-His-szerli koordinacioval polimer
szerkezet alakul ki (4/k. 4bra), mely csapadék form4jaban kivalik a vizes oldatbdl.



Amennyiban viz helyett viz/aceton elegyet alkalmazunk oldoszerként (melyben a kisebb
hidroxidion-koncentracid6 miatt hattérbe szorul a hidrolizis), itt is kimutattuk Iugos pH
esetén a négynitrogénes, tripeptidszerii koordinaciot (4/h. dbra).

Fémionfelesleg esetében a ligandum mindkét vége koordinalodik; bisz(2-imidazolil)-
metil- és Gly-His-szerli koordinacidval 2:1 és 3:2 sztochiometriaji komplexek alakulnak
ki. Ez utobbiban — hasonldan a korabban bemutatott harommagv( komplexekhez — egy
réz(I)ion két ligandum négy aromas imidazolnitrogénjéhez kapcsolodva koti 6ssze a két
ligandumot. Ezen szerkezet kevésbé stabilis, mint a hisztidint nem tartalmazo dipeptid-
BIMA szarmazékokkal, valamint a His-BIMA-val kialakul6é 3:2 komplex, mert itt két

réz(Il)ion koordinacios szféraja telitetlen; igy nagyobb pH-n fémhidrolizis indul meg.

5. Az eredmények varhato gyakorlati alkalmazasa

A kiilonféle oligopeptid-szarmazékokkal képzett fémkomplexek vizsgdlata eldsegiti a
fémionok ¢és proteinek kozotti kolcsonhatds megértését. Ezen oligopeptidekben a
legfontosabb kotohelyek az aromas imidazol-oldallancok, azok N(1) és N(3) nitrogénjei,
mindharom altalunk is vizsgalt fémion esetében. A szuperoxid-diszmutazokban 1évo
ligandumhidas szerkezetet szintén az imidazolgytrii két nitrogénje alakitja ki.

Ezek az altalunk is tanulmanyozott kismolekuldk alkalmasak lehetnek a
metalloproteinek aktiv centruméanak a modellezésére, illetve — ezen molekulak fémionhoz
valo specialis, igen erds kotodéset kihasznalva — metalloenzimek szelektiv gatlasara is. Az
altalunk vizsgalt modellekben a bisz(2-imidazolil)-metil-csoport biztositja az erds
fémmegkoto-képességét a ligandumnak, mig a hozzékapcsolt peptidlanc az enzim
szubsztratjat modellezheti. Ez alapjan, a peptidlanc valtoztatasaval kiilonbozd, peptidek
hidrolizisét végz6 enzimek modelljét €s inhibitorat allithatjuk eld.

A szabad terminalis aminocsoport egy ujabb potencidlis fémmegkotd csoport az
altalunk vizsgalt szarmazékokban. Ezen csoportnak a jelenléte kiilonb6zd ligandum- €s
imidazolhidas szerkezetek kialakuldsat teszi lehetévé, melyek jo modelljei egyéb
tobbmagvu fémkomplexeknek is.

Ezen molekuldk vizsgalatanal talan a legérdekesebb eredmény az volt, hogy mar igen
alacsony pH-n, fiziologids koriilmeények kozott lejatszodott egyes rendszerekben a pirrol-
tipust nitrogén deprotondlodasa €s koordindlodasa. Ilyen imidazolato-hidas szerkezeteket
az irodalomban csak viszonylag nagy pH-n talaltak kordbban, szemben azokkal az
enzimekkel, melyekben ez a szerkezet mar fiziologias pH-n kialakul. Az altalunk
kimutatott, stabil dimer—tetramer imidazolato-hidas szerkezetek lehetséges szerkezeti €s
funkcionalis modelljei az ezen szerkezetet tartalmazo metalloenzimeknek, pl. a kiilonb6z6

szuperoxid-diszmutdzoknak.
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