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1. Bevezetés

Az atmenetifémek, mint példaul a mangan, vas, kobalt, nikkel, réz, cink, molibdén
ionjai a bioldgiai rendszerek nélkiilozhetetlen alkotdelemei. Ezek a fémionok megtalalhatok
a metalloenzimek aktiv centrumaiban, katalitikus kofaktorként részt vesznek hidrolitikus,
illetve reverzibilis oxidacios és redukcids reakciokban, valamint az elektron transzfer
folyamatokban is. Az él6 szervezet specifikus fémion-fehérje komplexek kialakitasaval
biztositja a fémionok szelektiv kivalasztidsat, igy azok a megfeleld iddpillanatban a
megfeleld helyre keriilhetnek. Koncentracidjuk sziik tartomanyon beliill valtozhat,
mennyiségiik tulzott novekedése/csokkenése a sejtek karosodasahoz vezethet. Fontos tehat
az optimalis koncentracié fenntartasa, ami a fémion-felvétel, -raktarozas és -efflux megfelel6
egyensulyaval érhet6 el [1].

A kornyezetiinkben el6forduld nehézfémek koziil kifejezetten toxikusak a szoft
karaktertt Hg-, Cd-, Tl-, Pb-, és a hard fémek tigymint a Be-, vagy az Al-ionjai is. Az emlitett
szoft fémionok az ¢él6 szervezetben taldlhatd fehérjék szoft donorcsoportjaival (pl.:
ciszteinek tiolcsoportjai) koordinacios kotések kialakitasa révén megvaltoztathatjak azok
szerkezetét ezért befolyasolhatjak azok mikodését.

A fémionok mérgez6 hatasa altalaban ahhoz rendelhet6, hogy hasonlosaguk révén
létfontossagu elemeket szoritanak ki biologiai funkciot ellatdé helyiikrél €s igy fontos
folyamatokat blokkolnak. Ilyen példaul a Zn®* « Cd*"; Ca** — Pb**, Cd**, ¥°Sr*": Mg**
Be?*, Al*cseréje.

Az elemek toxikussdgaban meghatarozd szerepe van azok aktualis kémiai forméjanak
is. Példaul a féminok fémorganikus szarmazékai, a bioalkilezett ionok, (R,M") sokkal
mérgezdbbek, mint a hidratalt szervetlen kationok. Ezen elemek/vegyiiletek eltavolitasara az

€10 szervezetek kiilonbozo energiaigényes detoxifikald rendszereket fejlesztettek ki.
1) Kevésbé toxikus formara alakitas enzimatikus Gton (pl.: Hg**—Hg)

2) A toltéssel rendelkezé fémionok bejutasanak gatlasa a sejtekbe biologiai

membranok segitségével
3) A nemkivanatos helyen felhalmozodott fémionok eltavolitasa ionpumpakkal

4) A mérgez6 fémionok megkdotése €s eltavolitasa a keringési rendszerbdl specialis
fehérjék altal

crer

hatasanak minimalizalasa, valamint azok kiiiritése folyamatos kontroll alatt torténik.



A bioszervetlen kémia eszkozeit alkalmazva megtervezhetjiik és eldallithatjuk a
fémion-haztartds megfelel6 mikkodéséhez sziikséges fehérjék és enzimek modellvegyiileteit.
Ezen vegyiiletek fémkomplexeinek oldatszerkezet-vizsgalata segitségilinkre lehet abban,
hogy megismerjiik a fémionok és biomolekulak kozotti kolcsonhatasokat, a fémionok
fehérjék szerkezetére gyakorolt hatasat, a fehérjék fémion-szelektivitasat. Ezt a

crer

szerepet jatszo CueR fehérjék fémkotd részének modellezésén keresztiil mutatom be.



2. Célkitiizés

A sejtek fémion-haztartasat olyan specialis fehérjék (mint példaul az Aaltalunk
valasztott MerR csalad tagjai) tartjak fenn, amelyek mind a 1étfontossagu, mind a toxikus
fémionok mennyiségét hivatottak szabalyozni. Miikodésiik a fémionok szelektiv megkotésén
alapul. Az ilyen regulator fehérjék feladata példaul redoxi folyamatokat katalizalo enzimek,
a fémionok szallitasaban, tarolasaban, iiritésében részt vevd transzportfehérjék szintézise,
amit akar transzkripcios szinten is képesek befolyasolni.

A PhD munkdm célja egy egyértékii d*° fémionokra (Cu*, Ag®, Au*) szelektiv
transzkripcios regulator fehérjék, a bakterialis CueR (V. cholerae és E. coli baktériumokbol)
fémionkotd tulajdonsagainak felderitése volt. Annak érdekében, hogy a fehérje fémion-
szelektivitasat jobban megértsiik, vizsgalataink soran ezen fehérje fémionkotd szakaszara
fokuszaltunk.

Terveink kozott szerepelt, hogy a fémionk6td doméneket a fehérjékbdl kiemelve
megvizsgaljuk, hogy peptid-szinten is tapasztalunk-e fémion-szelektivitast. Ezért
szilardfazisu szintézissel eléallitottuk ezen peptidszakaszokat. A fent emlitett két fémkotd
régi6 modellvegyiiletei az N-, és C-terminalisan is védett PP: Ac—SCPGDQGSDCPI-NH;
¢s EC: Ac-cACPGDDSADCPI-NH; peptidek voltak. Mindkét szekvencia egymastol nyolc
aminosav tavolsagra elhelyezkedd ciszteineket tartalmaz, igy megfeleld ligandumok
lehetnek szoft karakterti fémionok megkdotésére.

O’Halloran és munkatarsai kimutattak, hogy a CueR fehérje csak egyértékii, szoft
karakteri fémionok megkotését kovetéen mutat pozitiv biologiai valaszt [2]. Ezért
célszerlinek talaltuk az altalunk eldallitott peptidek kétértékli fémionokkal (Zn?**-, Cd**-, és
Hg**-ionok) alkotott komplexeinek vizsgalatat, hogy kideritsiik, ezek a fémionok milyen
er6s kotést alakitanak ki, és hogyan befolyasoljak a peptidek szerkezetét. Egyensulyi
mérésekkel részletesen tanulmanyoztuk a képzddd komplexek stabilitdsa kozotti
kiilonbségeket, UV-, CD- és NMR spektroszkopiaval pedig az egyes részecskék oldatbeli
szerkezetét és a benniik eléforduld koordinacids geometridkat.

A MerR csalad tagjai kozott talalhatunk olyan fehérjét is, amely kétértékti fémion-
stressz hatasara képes a szabalyozé mechanizmust mitkkodésbe hozni. Ilyen példaul a Hg2+-
szelektiv MerR, vagy a Zn**-érzékeny ZntR, valamint a Cd2+-szabélyozc') CadR fehérje,
melyeket a koordinacios szféraban megjelend ciszteinek mellett tovabbi potencialis
donorcsoportok jelenléte (tovabbi ciszteinek, valamint hisztidinek) tesz alkalmassa a

specifikus fémion-kotésre.



Ezek alapjan célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk, milyen hatasa lehet a peptidek
fémkoto képességére, a komplexek szerkezetére €s stabilitasara, ha szekvenciajukba tovabbi
potencialis donorcsoportot juttatunk.

A modositasok soran szintetizalt ligandumok a PS: Ac—SCPGDQGSDCSI-NHo,
amelyben a PP peptid C-terminalis prolinjat szerinre cseréltiik, illetve a HS
(Ac—SCHGDQGSDCSI-NH3), melyben tovabbi modositasként az eddigi két cisztein és két
aszparaginsav mellé potencidlis donorcsoportként egy hisztidint is beépitettiink a
molekuldba. A prolinok szamanak csokkentésével a ligandum flexibilitasanak valtozasarol is
kaphatunk informaciét. A modositott peptidek vizsgalatat egy friss tanulmany is igazolja,
amely szerint az egyértékii fémionokra szelektiv CueR fehérje is érzékennyé tehetd kétértéki
fémionokra, ha a fémkotd részt ugy modositjak, hogy a koordinacids szféra kozelében
tovabbi potencialis donorcsoportok jelennek meg [3].

Hogy kozelebb keriiljiink a fehérjében tapasztalt fémion-szelektivitas megértéséhez,
vizsgalatokat végeztink egyértékii d'® fémionnal (Ag") is, majd a képz6dd komplexek
szerkezetének és stabilitasnak osszevetését végeztiik el az emlitett kétértékii d*° fémionok
peptidkomplexeivel. A peptidekkel torténd részletes vizsgalatok reményeink szerint
elosegithetik annak a kérdésnek az eldontését is, hogy a fehérjék szelektivitasa kizarolag a
fémion megkotésének erdsségén mulik, vagy mas tényezok is hozzdjarulnak a szelektiv

mukodéshez.



3. Irodalmi el6zmények

3.1. A fémion-haztartas miikodése, alapveto folyamatai

Az ¢él6 szervezetek fémion-homeosztazisa (fémion-haztartasa) biztositja, hogy a
szabad fémionok koncentracidja ne haladja meg a sejt szamara toxikus szintet. Ha a
sejteknek egy biokémiai folyamathoz fémionra vagy fémion-tartalmi enzimekre van
szlikségiik, akkor az adott fémionnak megfeleld koncentracioban, a megfelelé idében és
helyen kell jelen lennie. Ennek megvalositasahoz egy olyan egyensulyi rendszer sziikséges,
amely szabalyozza a fémionok felvételét, szallitasat, tarolasat, illetve iiritését. A prokariotak
a sejtplazma fémion-koncentracidjanak tulzott novekedésére (fémion-stressz), vagy
csOkkenésére (fémion-hiany) adott valaszként befolydsoljak a fémion anyagcserét a 3.1.1

abran bemutatott folyamatok szabalyzasan keresztiil [4].
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3.1.1. abra: Néhany atmenetifém-ion homeosztazisanak sematikus modellje [4]

A bakterialis fémion-homeosztazis soran a fémion-felvétel a periplazman Keresztiil
torténik. A periplazma az a térrész a kiilsd és belsd foszfolipid kettdsrétegli membran kozott,
melyben enzimek és a transzportfolyamatok fehérjéi talalhatok.

A baktériumok apolaris molekulakat passziv transzporttal (pl.: CH3zHgX molekula
diffizioja a membranokon keresztiil [5]) képesek felvenni. A fémionok passziv transzport
révén a porin fehérjék segitségével keriilnek a periplazmaba, ahol vagy szabadon, vagy

fehérjékhez kotve jutnak el a bels6é membranhoz. Ezt kdveten tobbféle modon keriilhetnek



be a citoszolba. Passziv transzporttal, példaul Nramp [6-8] és CorA [9] specifikus csatornak
részvételével, valamint aktiv transzporttal, ami transzmembran fehérjéken vagy ATP fiiggd
ioncsatornak altal (ABC tipusu fehérjék [10, 11], valamint P-tipusi ATP-az csatornak [12])
valosulhat meg.

A metalloproteinek Iétfontossagi kofaktorait jelenté fémionok bejutasat kovetden,
azokat specialis transzportmolekulak szallitjak a sejten beliil a felhasznalas helyére, annak
érdekében, hogy a szabad fémion-koncentracio ne haladja meg a sejt szamara toxikus szintet.

Ezen kiviil a szallitasban, illetve tarolasban egyéb kismolekuldk is részt vehetnek.
llyen példaul a citoszolban talalhaté glutation (GSH), amely emellett a detoxifikacios
folyamatokban is fontos szerepet jatszik [13]. A szallitaisban kozremiikodhetnek olyan
dajkafehérjék (chaperonok) [14] is, melyek a fémiont mindGssze a megfeleld
transzportfehérjéig, vagy a tarolas helyéig juttatjak.

Mindezek ellenére eléfordulhat a 1étfontossagu, illetve toxikus fémionok sejten beliili
felhalmozodasa, melyre a sejtek kiilonboz6 védekezd folyamatokkal reagalhatnak. Az egyik
ilyen mechanizmus a fémion-felesleg indukalta metallotioneinek szintézise [15, 16].
A metallotioneinek f6 funkcidja a fémionok (Zn2+, Cu") tarolasa, azonban részt vesznek a
fémion-mérgezést kovetd detoxifikacids folyamatokban is (Cd**, Hg®"). Megtalalhatok az
allatokban, magasabb rendi novényekben, eukaridta mikroorganizmusokban és néhéany
prokariotaban. Mivel a metallotioneinek ciszteinben gazdag fehérjék, a szoft karakterti
fémionokat, mint példaul Cu'-, Zn%*-, Cd*'-, Hg2+-, Ag’-ionokat szelektiven kotik meg

klaszterszerkezetben (3.1.2. abra).
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3.1.2. abra: A metallotioneinek szerkezeti sajatossagai (W. Kaim, B. Schwedereski: Bioorganic chemistry:
Inorganic elements of chemistry of life, New York, 1994,17.4 abra, 337. oldal alapjan)

A metallotioneinekben leggyakrabban el6fordulo jellegzetes aminosav-mintazatok a
—Cys-Cys—, —Cys-X-Cys—, —Cys-X-X-Cys—, amelyekben az X barmely mas aminosavat
jelolhet. A metallotioneinek manapsag elfogadott csoportositasat Binz és Kagi mutatta be
2001-ben. Eszerint 16 csoportba sorolhatok eléfordulasuk, valamint a ciszteinek eloszlasa és

mintazata alapjan [17].



A metallotioneinekkel analdog fitokelatinok a novényekben talalhatd rovid, ciszteinben
gazdag peptidek, melyek alapja a (y-Glu-Cys),Gly szekvencia, melyben n 2 és 11 kozott
valtozhat [18]. Funkcidjuk a toxikus fémionok megkotése és elkiilonitése.

Mérgez6  fémionok  hatastalanitasaban/atalakitasaban  (enzimatikus)  redoxi-
folyamatokat katalizalo enzimek is részt vesznek. llyen példaul a citoszolban talalhato
MerA, amely a Hg* -ionokat Hg®-va képes redukalni, vagy a periplazmaban talalhaté CueO,
mely a Cu* -ionokat kevésbé toxikus Cu®* -ionokka oxidalja.

A fémionok periplazméba, illetve a sejten kiviili térbe iiritésérdl specifikus és
nemspecifikus fehérjék gondoskodnak, mint példaul a P-tipusu ATP fiiggd
transzportfehérjék [12], valamint egyéb membranfehérjék (Cation Diffusion Facilitators
(CDFs) [19], tovabba RND (Resistance-Nodulation-cell Division) transzporter fehérjék

[20]).
3.2. A bakterialis fémion-szabalyzo fehérjék fajtai, funkcioi

A fémionhaztartds meglehetdsen bonyolult szabalyozéasaért felelés folyamatok
finomhangolasa DNS szinten is megvaldsithatd. A bakterialis fémion-homeosztazisban
meghataroz6 szerepet toltenek be olyan specidlis fehérjék, melyek képesek transzporterek,
sejten beliili kelatorok (tarolok) és detoxifikald enzimek kifejez0dését szabalyozni a
transzkripciotdl (a sejt kromoszomalis DNS-¢rdl képzddo egyszalu tRNS szintézise) egészen
a transzlacioig (a fehérje kifejezodése) [21-23].

A két leggyakoribb szabalyz6 mechanizmus koziil az elsd a transzkripcios aktivacio
(38.2.1. abra A), mely soran a regulator fehérje specifikusan kotédik a szabalyozni kivant
DNS szakaszhoz, ezzel megakadalyozva az RNS polimeraz miikodését.

Megfeleld indukélé anyag (jelen esetben a felhalmozddott fémionok) képes kotddni
az aktivatorhoz melynek hatasara megvaltozik a fehérje szerkezete. Ez a hozz4 k6t6dé DNS
szerkezetében is valtozast indukal, majd ezt kovetden az RNS polimeraz mar akadéalytalanul
mikodhet. Ezen az elven miikodnek példaul a  felesleg/toxikus  fémion
eltavolitasat/atalakitasat szabalyzo MerR fehérjék is [24-27].

A masik gyakran eléforduld szabalyzé mechanizmus a represszio (3.2.1. abra B, C),
melynek két tipusat kiilonboztetjiik meg. A kdzvetlen mechanizmus esetén (B abra) a
represszor a DNS-hez kotédve inaktivalja a transzkripciot, de indukald anyag (példaul
fémion) jelenléte megsziinteti a represszor sztérikus gatlasat (ArsR [28-32] illetve a CsoR
[33-35] csalad fehérjéi, valamint a réz és cink homeosztazisban fontos szerepet jatszo CopY

[36] és TetR [37] fehérjék).
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3.2.1. abra: A transzkripcids szabalyzas fobb fajtai (A: aktivacio; B: represszio; C: ko-represszio) A promoter
operator és a Génl — Gén4d szakaszokat egyiittesen operonnak hivjuk. A promoter szakasznal kotédik az RNS
polimeraz. Az operator régidban a szabalyzast végz6 fehérje kotédik a DNS-hez. ( Gén 1, Gén 2 és Gén 3 az

adott fémion eltavolitasahoz sziikséges fehérjéket kodold génszakaszok)
Kozvetett mechanizmus esetén (C dabra) egy ko-represszor (példaul fémion)
sziikséges ahhoz, hogy a represszor aktivalédjon és a DNS-hez kotve akadalyozza a
transzkripciot (@ Mn®*-, Fe?*- Ni?*- és Zn**-ionok felvételéért felelds Fur csalad tagjai [38,

39], valamint a Ni**-ion specifikus NikR fehérje [40]).
3.3. A MerR fémion szabalyzé fehérjék csaladja

A MerR fehérjék csaladja (mely a Hg?*-ionok szabalyzasaért felelés Mercuric
resistance operon Regulatory protein-rél kapta a nevét) olyan transzkripcios aktivacios
faktorok Osszessége, melyek fémionok, gyokok, illetve kis szerves molekulak
koncentraciojat szabalyozzak a bakterilis sejtekben [26, 27]. Tagjai tobbek kozott a Cd**-,
Zn**-, Co*-, Cu*-, Ag™-, Au’-, Hg*-, és Pb**-ionok érzékeléséért feleldsek [41-49].
A toxikus fémionok eltavolitasat végzé fémion-fliggd MerR fehérjék fémkotd részleteit

mutatja a 3.3.1. abra.



Cu,Ag,Au(I) CueR (E coli) 72 DPQ.RHS. RRTL: AERE EHBQ. S . GCCHHRAG.
CueR (P putida) 72 DRQ.RAS. AR D] RERG! ASGCCAQPARA
CueR (Y pestis) 72 NPA.RHS. TL: AERE! N A.GCCHSSSSL
CueR (V cholerae) 72 DPN.RTSAA AQ QERS. S. [ KGHCCSNNKTK
CueR (S typhi) 72 DPR.RHS KRTL: E SEBQ S . GCCHHKAQK
HmrR (S meliloti) 72 DRS.RASS VAL E Q! GGGAAKTEI
HmrR (R leguminosarum) 71 DKD.RAS DIAQ 'TESD REBT SDGA. . ...
PmtR (P mirabilis) 72 NRE.RTS IAL D; TQBEQ! VEPQTGTEH

Zn,Co,Cd,Pb(II) ZntR(E coli) 73 DPEHHT!QESK VQ! Q. IAELQSMQRSLQ! N'DA!!G . TA;S SVY!SILEALEQGASGVKSGC
ZntR (S typhimurium) 73 DPEHHTCQESKSEVQ: 0) IAELQTMORSLQ! ACCG.TAHSSVYCSILEALEQGASGAKSGC
ZntR (Y pestis) 73 DPDHHTCQESKSEVD: S IRELERMRDSLKRESEACCG.TSHATTYCSILEALEQGATEELIKV
ZntR (V cholerae) 74 EATEHSCAEV! TS. IEELTRERSALKKENDACCGHVEDNASHCSILAALE. .........
ZntR (S oneidensis) 73 DKSNWACADVK IAELLHEQTSLQSHESNACCG.GPRSAEHCSILEALESSTERVRFEH
ZccR (B pertussis) 70 DNHEAGCAPINQWMFD; IAELTQEKAQLGEBRQRCASARPD . AEDCGILHGLSEMQVEERPER
CadR (P putida) 71 DSPDDSCGSVNARID: E IDGLVANQEQLVEBRRRCN. . . AQGA . ECAILQQLETNGAVSVPET
PbrR(R metallidurans) 74 R.PDQDCGE LD:! R IGALLENKHHLVEBREACSG. . ARPAQSCGILQGLSDCVCDTRGTT

Hg (II) MexrR (Tn501) 78 DGTH. ! ASSBAEHKL L. E LVCA!HA .o RRGNVS' I IQGGASLAGSAM
MerR (Tn21) 78 DGTH..CEEASSEAEHKL L. E LVCACHA. .RKGNVS I QGEAGLARSAM
MerR (S marcescens) 78 DGTH..CHEASSHBAEHKL 'TDL. E LVFACHA. .RQGNVS I QGEKEPRGADA
MerR (S aureus) 73 DQDGERCKBMYARTVQKT! E QGLLREQRELEELKEKCP . . DEKAMYTCPET MGGPDK. ....
MerR(B sp. RC607) 73 'DRDEAKC TILKI Q EDL E LKERCP . .ENKDIYE I IMKK. .cco00e

3.3.1. abra: Néhany MerR csaladba tartoz6 fehérje C-terminalis doménjének részlete [2] A sarga kiemelés
(fekete nyilak) a fémion kotésében résztvevd aminosavakat mutatja. A szekvenciak k6zotti hasonlosagot a kék
és rozsaszin kiemelések jelzik.

A MerR fehérjékre jellemzd a nagy szekvenciabeli és szerkezeti hasonldsag, valamint
ezek mindegyike aktivaciés mddon szabalyozzak a fehérje kifejezddést. Szerkezetiikrol
altalanossagban elmondhatd, hogy a fehérje N-terminalis végén talalhato egy hélix-kanyar-
hélix-B-kanyar DNS-k6té motivum [27] (3.3.2. dbra), amelyet egy viszonylag hossza
dimerizacios hélix kovet, amin Keresztiil a fehérje két monomer egysége kapcsolodik
egymashoz. Jelentds diverzitds a C-terminalis fémion-k6td domén szekvencidjaban
tapasztalhatd, ami a fémionokkal szembeni szelektivitasért felelés [50]. Megfigyelhetd
azonban, hogy ebben a régioban a szoft karakteri fémionokhoz kot6dé ciszteinek minden
esetben ugyanabban a pozicioban foglalnak helyet.

C-terminalis fémion-koté domén

N-terminalis DNS koté domén

3.3.2. abra: A MerR csaladba tartozo CueR fehérje szerkezete (PDB: 1Q05 [2])
3.3.1. A Hg?**-szabdlyozé MerR fehérje

A MerR regulatorok koordinacids sajatsagait el6szor magan a MerR fehérjén
vizsgaltak. Ez a fehérje 144 aminosavbol all, melyben a ng+-i0n0k koordinacidjaért a

82Cys, 'Cys és a *°Cys aminosavak feleldsek [51].



EXAFS [52, 53] és 1**Hg-NMR [54, 55] vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy a harom
cisztein tiolatcsoportjain keresztiil sikharomszoges geometriaval kotédik a Hg**-ionhoz,
atlagosan 2,43 A Hg-S tavolsaggal. A MerR fehérje ultraszenzitiv [56] szabélyozo
mechanizmusat Ansari és munkatarsai irtak le [57, 58], amely a t6bbi MerR csaladba tartozo
fehérje feltételezett mechanizmusaval is nagy hasonlosdgot mutat. A kovetkezOkben
bemutatott folyamat elve alapjan miikodnek a ZntR és CueR fehérjék is.

A normal sejtmiikddés soran az RNS polimeraz a merR génrél MerR szabalyzo

fehérjét kodold RNS szakaszt szintetizal, hogy a transzlaciot kovetéen névelje a MerR sejten

crer

crer

bazispar hosszisagu toldalék szakaszon. Ezzel elnyomja a merR régié transzkripcidjat,
visszaszoritva a tovabbi MerR szintézist. A DNS-hez kapcsol6dd apofehérje csak gyenge
kolcsonhatést tesz lehetévé az RNS polimerdaz és a DNS kozott, igy a transzkripcid nem
lehetséges (3.3.1.1. dbra A). Ha azonban a megfeleld fémion (Hg?*-ion a MerR
transzkripcios aktivatornal) koordinalodik a fehérjéhez, annak konformacidja megvaltozik,
aminek hatasara a DNS szerkezete torzul, a ketts szal "kicsavarodik". Ezzel a kot6hely
alkalmassa valik az RNS polimerdz szdmara, és megkezdddhet a transzkripci6 (3.3.1.1. abra

B) [27], ami a detoxifikaciohoz sziikséges fehérjék képzOodését eredményezi.

Fémion
3.3.1.1. 4bra: A MerR transzkripcios aktivator miikodési elve [57, 58]
Ha a sejtben a szabad fémion mennyisége az optimalis értékre csokken, akkor a
Hg**-(MerR), komplex disszocial a DNS-r8l, melynek helyére egy masik, fémiont nem

tartalmazé (MerR), dimer fehérje kotédik (ennek nagyobb az affinitasa a DNS-hez),

visszaallitva ezzel a normal sejtmiikddést.
3.3.2. A Zn*- és Cd**-érzékeny ZntR szabdlyzé fehérje

A Zn**-, Cd*-, és Pb**-ionok eltavolitasaban fontos szerepet jatszé ZntA P-tipusa
ATP-fiiggd szallitofehérje [59-61] szintézisét a szintén MerR csaladba tartozo Zn?*-szelektiv
ZntR (Zn transporter Regulator) fehérje végzi [49].

10



Ez a szabalyoz6 folyamat nagy hasonldsagot mutat a kordbban targyalt Hg2+-fﬁgg6 MerR
fehérje aktivacios mechanizmusaval [62].

A ZntR fehérje Zn®*-érzékenységét vizsgilva Outten és munkatirsai arra az
eredményre jutottak, hogy a Zn**-ionok minddsszesen 10™° M koncentracioja elegendd a
transzkripcids aktivaciohoz [63]. A MerR fehérjével 52%-ban egyez6 szekvenciaju ZntR
141 aminosavbol all, hordozza a MerR csalad fehérjéire jellemzo szerkezeti sajatsagokat [2].
A fehérjében mindkét fémion-kotd domén két Zn* -ion megkotésére képes, négy cisztein és

egy hisztidin koordinacioja révén (3.3.2.1. dbra).

3.3.2.1. abra: Az E. coli ZntR fehérje fémko6té doménje (PDB: 1Q08 [2]) (A kotéstavolsagokat angstromben
jeloltem. A jelen kristalyszerkezetben talalhatd egy foszfat-ion is, amely részt vesz a koordinacioban)

A kétmagvl fémion-k6té doménben mindkét Zn**-ion kériil tetraéderes geometriaju
a koordinalodd csoportok elrendezédése. Az egyik Zn**-ion kotésében a *Cys és *Cys
aminosavak vesznek részt, mig a masikhoz a °Cys és a °His koordinalodik. A masik
monomer egys€grol szarmazo 79CyS hidligandumként koti 6ssze a két fémcentrumot. A His
és Cys aminosavak fontos szerepet jatszanak a Zn”*-ionok kotésében, ugyanis ha mutacio
révén barmelyik koordinaldédé aminosavat kicserélték, csokkent a Zn**-ionok altal kivaltott

biologiai valasz [64]. A kristalyszerkezetben jelenlévd foszfat-ion oxigén donoratomjaival

alakit ki kotést a Zn**-ionnal.
3.3.3. ACU™- és Ag"-fiiggé CueR szabdlyzo fehérje

A bakterialis sejtek egyik esszencialis kofaktora a réz, azonban nagy mennyiségben
citotoxikus hatasu. A sejten belili/kiviili koncentracio-viszonyok hatarozzak meg a réz-ion

transzportjanak iranyat, amelyet a 3.3.3.1. dbra szemléltet.
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3.3.3.1. abra: A Cu®*/Cu* homeosztazis az E. coli baktériumban [35]

Az E. coli baktériumban a Cu®*/Cu*-ionok a porin fehérjéken keresztiil jutnak be a
periplazmaba. Innen azonban csak a Cu’-ionok jutnak a citoszolba, ahol két detoxifikald
rendszer felel a felhalmozdodasuk elleni védelemért.

(1) A cusRS ¢és cusCFBA operon szabalyozasan alapuld rendszer. A CusS
membranfehérje a periplazmaban érzékelt Cu’-ionokhoz kotédik. Ennek kovetkeztében
foszforilalja a CusR fehérjét, aktivalva a cusRS és cusCFBA operonokat, és elinditva a
megfeleld gének transzkripciojat.

(1) A copA és cueO operonok szabalyozasan alapuld rendszer. A CopA egy ATP-
fiiggd P-tipusu transzporter fehérje [65], amely a copA gén transzkripcidjat kovetden
képzodik és a Cu*-ion szallitdsat végzi a citoszolbol a periplazméaba. A CueO fehérje pedig
egy oxidéaz [66], amely a Cu*-ionokat képes oxidalni kevésbé mérgezé Cu?*-ionokka.
Megvédi ezaltal a Cu'-ionokra érzékeny enzimeket (pl.: alkalikus foszfatiz) a
periplazmaban. E folyamatok szabalyozasat a CueR (Cu Efflux Regulator) fehérje végzi.

A CueR [35, 45, 48, 67] transzkripcios aktivator rendkiviili érzékenységét Changela
és munkatarsai in vitro kisérletekkel bizonyitottdk, miszerint Cu*-ionok jelenlétében mar
10*'M koncentracio mellett is mérhetd a transzkripcios véalasz. Ez az aktivitis nagy
koncentracidban alkalmazott glutation (GSH) hatasara sem csokkent, azonban ~ 1023 M
kisérletet Hg®*- és Zn**-ionok jelenlétében elvégezve bioldgiai valaszt nem tapasztaltak,

azonban Ag'- és Au’-ionok hatasa Cu*-ionéhoz hasonlé volt.
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A CueR fehérje 137 aminosavbol all, szekvencidjdnak egyezése a ZntR fehérjével
37%, mig a MerR fehérjével 28%. Changela és munkatirsai megfejtették a Cu’-iont
tartalmazé CueR dimer kristalyszerkezetét [2], amely alapjan a Cu*-ion koordiniciojaban a
12Cys és *Cys aminosavak (analog a ZntR 2Cys és **Cys aminosavakkal) vesznek részt.
A Cu’-S kotéstavolsag 2,13 A-nek, az S—Cu’—S kotésszog pedig 176°-nak adodott, amellyel
jO Osszhangban vannak egy késébbi EXAFS kisérlet eredményei [70]. Tovabbi aminosav-

oldalldncok koordinaciojat a Cu*-ionhoz kizartak. A masik monomer-egységrol szarmazo

""Ser a Cu*-ion koordinacidjaban nem vesz részt, azonban a fémion-kotdé régio

3.3.3.2. abra: Az E. coli CueR fehérje fémkoté doménjének szerkezete (PDB: 1Q05 [2])
(A kotéstavolsagokat angstromben, az intermolekularis hidrogénkotéseket lila, mig az intramolekularis
hidrogénkotéseket piros szinnel jeloltem)

A Cu'-ion és a deprotonalt tiolcsoportok kozott kialakuld kolcsdnhatis
kovetkezményeként negativ toltéstobblet alakul ki a koordindcios szférdban. Az
elektronsiiriség csokkentése érdekében a fenti abran lathatd modon masodlagos kotések
alakulnak ki. A *Cys tiolatcsoportja hidrogénkatést alakit ki a téle ~ 3,5 A tavolsagra 16v
izoleucin amid-protonokkal, mig a **Cys oldallanca a **Gly amid-hidrogénjével létesit
kolcsonhatast. A Cys-Pro motivum megjelenése olyan kedvezményezett szerkezetet alakit

ki, amely szintén csokkenti a negativ toltéstobbletet [71].
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Tovabba az egyik monomer egység 81Lys aminosavanak pozitiv toltésii oldallanca a
szamottevd tavolsag (5,57 A) ellenére is kozremiikddhet a masik monomer ciszteinjein 1évé

negativ toltés kompenzalasaban (3.3.3.3. dbra).

BlLyS

3.3.3.3. abra: Az E.coli CueR fehérjében a B monomer egységben (narancs) 1évé cisztein lehetséges
kélcsdnhatasa az A monomer egységben (kék) talalhato %Lys pozitiv oldallancaval
(A kotéstavolsagokat angstromben jeldltem)

3.3.4. A szabalyozo fehérjék dsszevetése femkotd sajdatsdagaik alapjan

A fémion-koté doménekben tapasztalt kiilonbségek magyarazatot adhatnak a fehérjék
eltérd szelektivitdsara. A MerR csalad tagjai koziil az egy vegyértékii fémionokra érzékeny
CueR fehérjében a *?Cys és *°Cys aminosavak alakitjak ki a fémionok koriili lineéris
koordinacios geometriat. A Hg**-ionokra érzékeny MerR fehérjében trigonalis koordinacios
geometria figyelhetd meg, mig a ZntR fehérjében a fémion-ko6tdé hurokban hisztidin és
ciszteinek részvételével két koordinacios kozpont jon létre, melyben két Zn“*-iont egy
cisztein hidligandumként kot dssze, kialakitva a fémionok koriili tetraéderes szerkezetet.

A fémion-koté rész szerkezetét befolyasolhatja inter-, ¢és intramolekularis
hidrogénkétések kialakulasa is. Erdekes azonban, hogy Changela és munkatarsai szerint a
fémion-k6t doménhez térben kozeli "'Ser részvételével kialakuld hidrogénkotések
meghatarozoak a koordinacios kornyezet kialakulasaban [43].

Ezzel ellentétben egy friss tanulméany szerint [3] a 'Ser/”’Ala csere nem véltoztatja
meg a CueR fehérje szelektivitasat és érzékenységét sem az egyértékii fémionokra. Azonban
a szerin/cisztein csere hatasara a CueR fehérje kétértékii fémionokra is érzékeny lett.

Mivel a fémionok megkotésében szerepet jatszd aminosavak a szekvenciaban

egymashoz viszonylag kozel talalhatok, érdekes lehet részletesebben megvizsgalni a
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ciszteint és mas szoft fémionok szamara potencialis donorcsoportokat is tartalmazé

molekulak/peptidek koordinacids sajatsagait.
3.4. A cisztein és a cisztein-tartalmu peptidek fémkomplexei

Az aminosavak, peptidek, valamint a fehérjék az aminosav-olallancok révén képesek
fiziologias koriilmények kozott fémionok megkotésére. Amig a makromolekuldk fémkotd
sajatsagait egyértelmiin meghatarozza azok szerkezete, addig a kismolekulék jobban képesek
a fémion koordinacios kémiai viszonyaihoz alkalmazkodni. Ahhoz, hogy jobban megértsiik a
fehérjék kolcsonhatasat fémionokkal, el@szor alkotoelemeik, az aminosavak és peptidek
fémion-kot6 tulajdonsagat érdemes megvizsgalni [72]. Mivel a CueR fehérje a cisztein
tiolcsoporjain keresztiil érzékeli a fémionokat, ezért az aldbbiakban elsdsorban ezen

aminosav koordinacids sajatsagaira tériink ki részletesebben.
3.4.1. Cisztein és egyéb cisztein-szdrmazékok d'° fémionokkal alkotott komplexei

A cisztein (Cys vagy C) kéntartalmi aminosav. Harom protonalodasi folyamattal
rendelkezik: karboxilcsoport (a-COOH) pKs ~ 2,0 aminocsoport (o-NH3") pKs ~10,3
tovabba az oldallanci tiolcsoport (-SH) pKs ~8,2-9,2 [73]. A cisztein konnyen oxidalodik
diszulfid hidas szerkezetii cisztinné. A tiolcsoport szoft karakteri, meglehetésen nagy
affinitast mutat szoft jellegli atmenetifém-ionokhoz. Mig potencialis oldallanci
donorcsoportot nem tartalmazo aminosavak aminosav-tipusu {NH,, COO } koordinacioval
kotédnek a fémionokhoz, addig a cisztein tiolcsoportja is részt vesz a komplexek
kialakitasaban.

Egy kanadai kutatocsoport a 2000-es években Hg?*- és Cd**-ionok N-acetil-cisztein
(NAC, 3.4.1.1. abra), L-cisztein (Cys) és penicillamin (PEN, 3.4.1.1. dbra) komplexeit
vizsgalta kiilonbozé spektroszkopiai (EXAFS, Raman, *Cd/*®Hg-NMR) médszerekkel
[74-78].

HaC SH
OH CHs O H//,”
= H )I\N O
HO sH R
NH, OH

3.4.1.1. abra: A penicillamin (PEN) és az N-acetil-cisztein (NAC) szerkezeti képlete

A Cd**-ionok pH = 7,5 kornyékén 1:2 fémion:Cys arany mellett CdL, dsszetételi,

torzult tetraéderes komplexeket képeznek, melyekben a tiolatcsoportok koordinacioja mellett
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amino- és karboxilatcsoportok {2xS ,NH,,COO} is részt vesznek a fémion kotésében.
A ligandumfelesleg novelésével kialakul a CdL, komplex, melyben 1jabb Cys
tiolatcsoportok koordinaciojaval a korabbi {2xS NH,,COO} tipust koordinaci6 az amino-,
¢s karboxilatcsoportok kiszoruldsaval fokozatosan alakul at {4xS } tipusu koordinaciova.

Ezzel ellentétben az N-terminalisan védett NAC Cd2+-komplexében kizarolag a
tiolatcsoportok kotddnek a fémionhoz. Lugos koriilmények kozott a dominans CdLy
részecske kialakulasahoz 4-5x ligandumfelesleg is elegendd, azonban semleges pH
tartomanyban (pH = 7,5) 10-20x ligandumfelesleg sziikséges komplex képzodéséhez.

A PEN még nagy ligandumfelesleg hatasara €s lugos koriilmények mellett sem képes
olyan komplexek kialakitasara, amelyben négy tiolatcsoport koordinalodik a Cd**-ionhoz.
Helyette egy {3xS ,NH,/COQ} tipusu koordinacios kornyezetet bizonyitottak. Ennek
hatterében valoszintileg a penicillamin metilcsoportjainak (3.4.1.1. dbra) sztérikus gatlasa
allhat, ami miatt tovabbi ligandum k&tédése nem kedvezményezett.

A Cys és NAC ligandumok Hg®*-ionokkal a fentickhez hasonléan akar {4xS’}
koordinaciot is kialakithatnak. (3.4.1.1. tdbldzat).

H.Cys:Hg”™  %Hg(Cys), % Hg(Cys); % Hg(Cys).

2,2 94 6
3,3 42 58
4,3 12 62 26
5,3 5 22 73
10,1 ~15 ~85

3.4.1.1. tablazat: A kiilonb6z6 Osszetétell részecskék megoszlasa pH = 11,0-nal a fémion-ligandum arany
valtoztatasanak fiiggvényében a Cys-Hg®* rendszerben [75]

PEN-nel végzett kisérletek soran a kozeg pH-jatol fliggden két illetve harom PEN
egység kotédhet a Hg?*-ionhoz. A negyedik tiolatcsoport koordinalodasa a fent emlitett
sztérikus  gatlas miatt még lagos koriilmények kozott sem  kedvezményezett.
A tiolatcsoportokon kiviil més potencialis donorcsoport kotddését kizartak.

Egyensulyi vizsgalatokkal két ekvivalens Cys jelenlétében meghataroztak a mar
savas kozegben is képz8dé HgL, komplex stabilitdsat (194ugL,=39,4) [79]. Zn**-ionokkal is
képzddik Znl, dsszetételil részecske, stabilitasa (195zn,=18,05) azonban jelentdsen elmarad
a Hg”"-komplexétsl.

Cisztein felesleg mellett képzodhetnek tobb olyan, kiilonb6z6 Osszetételii oligomer
részecsk 1S (pl.: ZnsHL4, Zn,Ls3), amelyek pH = 6,0 kornyékén dominans komplexek.
Ezekben bizonyitottdk, hogy a Cys aminosavak tiolatcsoportjai hidként kotik 6ssze az egyes

fémcentrumokat [80].
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Az Ag'-ionok Cys és Cys-tartalmi pepid-komplexeir6l kevés tudomanyos
kozleményt taldlhatunk. Ennek oka, hogy mdar erésen savas kozegben (pH < 3) is erds
kolcsonhatast alakitanak ki a tiolatcsoportokkal, tovabba a vizsgalatukat megneheziti a
valtozatos szerkezetli és bonyolult 6sszetételll klaszterek képzddésének lehetdsége.

Tobb kutatocsoport is vizsgalta a Cys és S-metilezett szarmazékanak Ag*-ionokkal
alkotott komplexeit. Bizonyitottdk, hogy a ligandumok mar erdsen savas koriilmények
kozott is kotddnek a fémionhoz, linedris koordinacioji komplexeket képezve. A pH
novelésével azonban az aminocsoportok is részt vesznek a fémion megkotésében, kialakitva
a {2xS",NH,} tipusu koordinaciot [81, 82].

Leung és munkatarsai ugyancsak vizsgaltak a Cys, valamint PEN kolcsonhatasat
Ag’-ionokkal [83]. Az &sszeallitott rendszerekben fokozatosan novelték a ligandum:Ag”
aranyt (2,0 — 10,0), és meghatdroztdk a képzddd komplexek Osszetételét 10-es pH
kornyékén. EXAFS mérések alapjan az Ag-Cys komplexekben az Ag-S kotéstavolsag 2,44
és 2,47 A kozott véltozott, az Ag -ionok atlagos koordinaciés szama pedig 2,9-nek adodott.
A kristalyszerkezet, valamint az NMR vizsgalatok is alatamasztottak, hogy az AgLs
komplexben a koordinacios méod {3xS} illetve {2xS°, NH} tipusu lehet, tovabba
tiolathidas oligomerek képzddését is tapasztaltdk. PEN jelenlétében igaz képzodott kis
mennyiségii Agls komplex is, azonban a mar emlitett sztérikus gatlas miatt a {2xS™} tipust
koordinaci6 az uralkodo.

Egy masik kozleményben is foglalkoztak Cys és PEN Ag'-koté képességével [84].
Méréseik azt mutattak, hogy mind a Cys, mind a PEN pH = 7 alatt 1:1 Osszetételii
komplexeket képez az Ag'-ionnal. Magasabb pH-n azonban mar nagyobb a megkotott
fémionok ardnya, emellett ESI-MS mérésekkel aggregatumok jelenlétét is bizonyitani
tudtak. A PEN komplexek szerkezete bonyolult, az [R-S—Ag], lancok dsszefonodasaval egy
dupla hélix alakul ki, melyben a szomszédos Ag'-ionok kozotti Van der Waals

kolcsonhatasok stabilizaljak a szerkezetet.
3.4.2. Egy ciszteint tartalmazo peptidek d* fémionokkal alkotott komplexei

Cisztein és hisztidin tartalmi védett oligopeptideket vizsgalt Nakamura
munkatérsaival [85]. A Cys-X-Y-His peptidek két Hg**-iont is megkéthetnek terminalisan a
tiolat-, és az imidazol donorcsoportokkal, vagy a tiolat, mint hidligandum kapcsolhatja dssze
a két Hg?*-iont. Ez utébbi komplexben a hisztidin imidazol-oldallancanak koordinacioja is

lehetséges valamelyik fémcentrumhoz (3.4.2.2. dbra).
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3.4.2.2. abra: Javasolt Hg**-kicserélédési folyamatok a Cys-X-Y-His komplexekben [85]
Tébb tanulmény is foglalkozik a kétértékt d*° atmenetifém-ionok GSH (glutation)

komplexeivel. Bal és munkatéarsa oldatszerkezet-vizsgalatokkal bizonyitottak Zn* -tartalmt

mono-, és biszkomplexek 1étezését GSH felesleg alkalmazasa mellett (3.4.2.3. dbra) [86].
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3.4.2.3. abra: Zn*-GSH komplexek javasolt szerkezete [86]

A savas koriilmények kozott kis mennyiségben képz6dé monokomplexekben (ZnHL
lgp = 14,74; ZnL Igp = 8,31; [86]) tiolatcsoport mellett a terminalis karboxilatcsoport illetve
vizmolekula is koordinalodhat a Zn?*-ionokhoz (3.4.2.3. dbra). A ZnH,L, biszkomplexben a
tiolatcsoportok koordinalodasat karbonil-oxigének kotddése egésziti ki. A pH novelésével az
oxigéntartalmu donorcsoportok fokozatosan szorulnak ki a koordinacidos szférabol
(ZnH,L; — ZnL; — ZnH ,L,), mellyel parhuzamosan az amidnitrogének koordinalodasa
figyelhet meg, ami meglehetdsen ritka a Zn**-peptid komplexekben.

Farideh és munkatarsai szerkezetvizsgdld moddszerekkel bizonyitottdk, hogy 3-5x
GSH felesleg mellett semleges pH kornyékén {3xS, COO} és {4xS} tipust, tetraéderes
geometriaju CdL, komplexek keletkeznek [87]. Lugos koriilmények kozott 2-3 ekvivalens
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GSH-t alkalmazva harom kiilonb6z6 szerkezetli részecskét azonositottak. Egy {2xS,
2xNH2, 2x(NH/COO /OH )} és egy {S, 3xNH,, 2x(COO /OH")} tipust, egymassal gyors
cserében 16v6 komplex, melyekben a Cd**-ionok koordinaciéjaban hat donorcsoport vesz
részt, valamint egy {4xS} tipusa CdL,4 részecske. Nagy ligandumfelesleg alkalmazasa
mellett egyetlen dominans részecskét figyeltek meg (CdL,), amelyben a fémionhoz kizardlag
tiolatcsoportok kotddnek.

1996-ban Oram és munkatarsai oldategyensilyi vizsgalatokat végeztek Hg**-ionokat
és GSH-t tartalmazo rendszerekben [88]. Ekvivalens mennyiségli GSH mellett a HgL
komplex stabilitasa 1gf = 26,04-nek adodott, mig ligandumfelesleg mellett képz6do
dominans részecske stabilitasa (HgL,, 198 = 33,40) a Cd**- és Zn?*-ionok GSH-val alkotott
komplexeinek stabilitasahoz képest kiugroan magasnak bizonyult.
Semleges ¢és lugos koriilmények kozott elegendden nagy ligandumfelesleg alkalmazasakor
{4xS"} tipust HgL, torzult tetraéderes geometriaji komplex dominal, azonban linearis
HgL,, illetve HgLs trigonalis komplexek képzddése is lehetséges [89, 90].

Leung ¢és munkatarsai Ag'-ionok GSH komplexeinek vizsgilata soran
ligandumfelesleg alkalmazasa mellett a kétértékii d*° fémionokkal ellentétben azt

tapasztaltak, hogy kizarolag {2xS '} tipusu AgL, részecskék vannak jelen a rendszerben [83].
3.4.3. Tobb ciszteint tartalmazo peptidek d* fémionokkal alkotott komplexei

A 3.1. fejezetben targyalt fitokelatinok és metallotioneinek miikddésének megértése
céljabol tobb kutatocsoport is foglalkozott ezen molekulak, illetve analogjaik
fémkomplexeivel.

2003-ban egy lengyel kutatocsoport vizsgalta a (y-Glu-Cys),Gly PC2 fitokelatin
Cd**-komplexeit [91]. NMR, UV és egyensilyi mérésekkel bizonyitottik, hogy a fémion:

ligandum aranyatol fiiggéen mono-, és biszkomplexek is kialakulhatnak (3.4.3.1. dbra).
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3.4.3.1. abra: Cd**-PC2 peptidkomplexek javasolt szerkezetei
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A monokomplexekben tiolatcsoportok  mellett  karbonil-, karboxil-, és
aminocsoportok is kotédnek a fémionhoz. Ezzel szemben ligandumfelesleg hatasara
tiolatcsoportok kotddésével parhuzamosan az oxigén-, €s nitrogéntartalmi donorcsoportok
fokozatosan szorulnak ki a koordinacids szférabol. A CdL, részecskében a korabbiakkal
ellentétben mar {4xS"} tipusu a koordinacio.

Fiziologias pH koril (pH = 7,5) a Zn**- és Cd*-ionok PC2 komplexeit
Ssszehasonlitva eltéré szerkezetii komplexek jelenlétét bizonyitottak [92]. Zn**-ionok mellett
a Zn’*:PC2 aranytol flggetleniil kizarélag monokomplexek képzddtek, amelyekben a
tiolcsoportok mellett a peptidvaz karbonil-, és Glu oldallanci karboxilat-csoportjai is részt
vehetnek a koordinicioban. Ezzel ellentétben Cd**-ionok jelenlétében egy {2xS~, Oy,Ny,
ahol x+y = 2, és x = 0 vagy 1}tipust részecske mellett Cd?*:PC2 aranytol fiiggben {4xS}
tipusu és tobbmagvu komplexek képzddését is igazoltak.

A (y-X-Cys);-Gly (ahol X = Glu, Asp, Lys, Gly, Ser, Gln aminosavakat jellhet)
természetes fitokelatinokkal analdg peptidszekvenciak Cd**-komplexeit vizsgalta Satofuka
¢és munkatarsai [93]. Azt tapasztaltak, hogy mig a y - glutaminsavat o - glutaminsavra, vagy
aszparaginsavra cserélték, a fémionhoz hasonld donorcsoportok koordinalodtak valamint a
fémion affinitasa hasonlé a peptidhez, addig ezen aminosavakat oldallanci karboxilcsoportot
nem tartalmazo aminosavra cserélve szignifikansan kisebb stabilitadsi komplexek képzddtek,
melybdl a karboxilcsoportok kitiintetett részvételére lehet kovetkeztetni.

A szintetikus (a-Glu-Cys),Gly molekula a nativ fitokelatintél a glutaminsav -
kapcsolodasaban tér el [94]. Az igy eléallitott ligandumok Hg?'-, és Cd**-komplexeit
vizsgalva a természetes y-fitokelatinnal hasonlod stabilitdsu komplexek képzddését
tapasztaltik. Cd**-ionokkal biszkomplexek, mig Hg”*-ionok esetén monokomplexek
képzddését bizonyitottak. Hg2+-i0n0k jelenlétében mar erOsen savas
(pH < 2) koriilmények kozott lejatszodott a komplexképzddés.

Metallotioneinekkel végzett kisérletek soran megallapitottak, hogy a nyul és patkany
méj metallotioneinek Hg?*-komplexeinek dsszetétele és szerkezete pH és koncentraciofiiggd
[95]. Feltételezték, hogy pH = 7-nél a Hgr-MT Gsszetételii komplexben a fémion koriil
tetraéderes geometriaji a koordinalodd csoportok elhelyezkedése, ami a Hg?*-ionok
trigonalis jellegli a koordinécios geometria.

Prolintartalmt metallotionein analogok vizsgalata soran Cd**-ionok jelenlétében Cdy-

MT sszetételti komplex képzédik, tovabba megéllapitottak, hogy a Zn**-komplexek
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hasonlé stabilitisuak, mint a Cd**-komplexek. A prolin megjelenését kisérd szerkezeti
valtozas miatt a bioldgiai aktivitas is megvaltozik [96].

Stillman kutatdcsoportjaban tobb évtizede folynak kutatasok az emldsdkben talalhato
metallotioneinek (MT) ¢és fémionok kolcsonhatasanak feltérképezése céljabol [97].
Metallotioneinek Ag*-ionokkal alkotott komplexeirdl bizonyitottak azok bonyolult klaszter
jellegli szerkezetét. A CD spektroszkopiai vizsgalatok alapjan AgnMT részecskék
kialakulasét feltételezték és megallapitottak, hogy 17 ekvivalensnél tobb Ag’-ion méar nem
okoz tovabbi szerkezeti valtozast a ligandumon, az uralkodé részecske az Agi7MT. Azonban
a homérséklet novelésének hatésara egy AgioMT forma is megjelent. A CD spektrumok
hasonldsaga alapjan a kétféle komplexben az Ag*-ion koordinaciés geometridja hasonlé.

Pecoraro és kutatocsoportja foglalkozik olyan oligopeptidek tervezésével ¢és
vizsgalataval, melyek haromszalt un. ,,coiled coil” szerkezetet alakitanak ki [98]. Ezen TRI
peptidcsaladba tagjai kozott talalhatunk olyanokat is, melyekben a Cys egységek egymassal
szemben helyezkednek el az egyes szalakban. A d'° fémiont is tartalmazé komplexekben
{2xS "} linearis, {3xS", H,0} torzult trigonalis piramis, {3xS } sikharomszog, illetve négyes
koordinacioju {4xS"} tetraéderes koordinacids geometria figyelheté meg.

pH-t6] fiiggben a Hg?**-ionok képesek a harom oligopeptidszal altal egy haromszog
cstucspontjaiba rendezett tiolatcsoportok koziil kettéhoz linearis elrendezédésben (HgLy),

illetve haromhoz kapcsolddni sikharomszoges geometriaban (HgLs) [99] (3.4.3.2. dbra).

ng*
(TRI LXC-H)3 *. [Hg{(TRI LXC)2(TRI LXC-H)}]

Ce

pH =65 o pH névelése

[Hg(TRI LXC)s]

oXY
pH=95

3.4.3.2. abra: A Hg*"-ion pH-fliggé kotédése a TRI peptidcsalad egyik tagjdhoz [99]

A TRI peptidcsalad modositott tagjainak (TRI L12C és TRI L16C) Cd**-komplexeit
vizsgalva kevert geometriaju és koordinacios modu fémcentrumokat figyeltek meg: egy
{3xS", H,O}koordinacioval jellemezhetd torzult trigonalis piramisos komplexet, illetve egy
{3xS} Osszetételii sikharomszoges geometriaju részecskét. Az eredményeket PAC
(Perturbed Angular Correlation) méréseken til **Cd-NMR spektroszkopiai mérésekkel is
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megerbsitették [100]. A TRI L16C peptid Zn**-komplexeinél hasonld dsszetételli és

geometriaju komplexeket talaltak [101].
A TRI peptidek modositasaival eldallithatok olyan valtozatok is, ahol hélixenként tobb

Cys alegység talalhato két illetve harom aminosav tavolsagra egymastol. Hg?*-, illetve Cd*-
ionok jelenlétében a két, illetve haromszalu rendszerek az adott fémionhoz kotédve a 3.4.3.3.
abran bemutatott modon stabilizalhatok. A hat tiolcsoport lehetéséget teremt a torzult

tetraéderes geometria mellett trigonalis geometria kialakulasara is két, illetve harom hélix

részvételével [102].
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3.4.3.3. abra: A két ciszteint tartalmazo TRI modositott peptidek Hg?*-komplexeinek
javasolt szerkezete [102]

Hadjiliadis és kutatocsoportja N- és C-terminalisan védett ciszteint-, és az egyik
ligandum esetén hisztidint is tartalmazo tetrapeptidek Hg?*-komplexeit tanulméanyozta [103].
DMSO-ban tobbféle komplex kialakulasat figyelték meg, melyekben, a ciszteinek
tiolatcsoportjainak illetve a hisztidin imidazolcsoportjanak koordinaciojat is kimutattak. A
tiolat donorok terminalis ligandumként vagy két fémcentrumot Osszekotd hidként is

koordinalodhatnak a Hg?*-ionokhoz (3.4.2.1. dbra).
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3.4.2.1. abra: A DMSO-ban képz6dé Hg**-komplexek javasolt szerkezete [102]

A d*° fémionok Cys-tartalmu tri/tetrapeptidekkel alkotott komplexeit vizsgalta Kulon és
munkatarsai [104]. Ezek a ligandumok kivétel nélkiil tartalmazzak a —Cys-X-Cys—
motivumot, amelyben az X egy tetszéleges aminosavat jelol (Ac-CGC-NH,, Ac-CPCP-
NH,). A fémionok és a peptidek kozotti kolesonhatast N-, és C-terminalis is védett peptidek
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Zn**-, és Cd**-komplexeiben kizarolag a Cys tiolatcsoportjai koordinalodtak. Az uralkodd
részecske minden esetben az ML, komplex, amiben {4xS} koordinaciés modot
feltételeztek, amit CD és MCD vizsgalatokkal is sikeriilt alatamasztani. Az N-terminalisan
nem védett peptidek is 0,5:1 fémion:peptid sztochiometriai aranyban képeztek komplexeket
a Zn**- és Cd*-ionokkal, azonban a protonalddasi allandok alapjan ebben az esetben az
aminocsoportok N-atomjai is részt vesznek a fémionok megkdtésében. A pH ndvelésével
azonban a spektrumok nagy hasonlosagot mutattak az N-, és C-terminalisan is védett
peptidek komplexeinek spektrumaival, ami {4xS } koordinacios modra utal, melyet CD és
MCD spektrumok szintén alatdmasztottak.

N-terminalisan szabad, két Cys egységet tartalmazé hexa-, és heptapeptidek (CSSACS-
NH, és ACSSACS-NH,) Zn%-, és Cd**-komplexeit vizsgalva SOvago és munkatérsai szintén
bizonyitottdk, hogy a tiolatcsoportok mellett a termindlis aminocsoport is részt vesz a
fémion-koordinacioban [105]. Lugos koriilmények kozott a hexapeptid esetében
koordinal6do viz deprotonalodéasat heptapeptid fémkomplexeiben azonban fémion-indukalta
amid-koordinaciot tapasztaltak.

Gockel és munkatarsai olyan His/Cys tartalm@ tri-, és tetrapeptidek Zn?*-komplexeit
vizsgaltak, melyek N-, és C-termindlisan is védettek, igy a donorcsoportok kizardlag a
ciszteinek tiolcsoportjai, valamint a hisztidinek imidazolnitrogénjei lehetnek (3.4.3.4. dbra).

Ezaltal a ligandumok idealis modelljei Zn?**-tartalmt metalloproteineknek [106].
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3.4.3.4. abra: Gockel és munkatarsai altal eldallitott cisztein és hisztidin tartalmu,
védett peptidek Zn**-komplexei [106]

Oldategyensulyi vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a 1:1 (fémion:ligandum) aranynal
ZnL oOsszetételi komplexek képzOddnek a potencialis donorcsoportok kozotti tdvolsagtol
fliggben 12-17 tagszdmu kelatgylirit formalva. Tovabba igazoltdk a monokomplex
dimerizécidjaval megjelend Zn,L, részecske jelenlétét is.

A fenti kutatocsoport ugyancsak vizsgalta két Cys tartalmu di-, és tripeptidek
elBallitasat koveten azok Zn®*-kotd sajatsagait [107], valamint bizonyitotték a ZnL illetve

ZnlL, osszetételi komplex képzodését is, {2xS} illetve {4xS} koordinaciés moddal.
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Az N-, és C-terminalison egyarant védett peptideket alkalmazva Zn,L, és ZnzL, komplexek
jelenlétét tapasztaltak, ami kezd6do aggregaciora utal. A ZnL Osszetételii komplex stabilitdsa
a ligandumok fiiggvényében a kovetkezOképpen valtozott: | Cys- Cys < | Cys-X- Cys, ami a
Cys aminosavak egymashoz viszonyitott helyzetének fontossagat is mutatja.

A ciszteinek kozotti tavolsagot novelve Kozlowski és munkatarsai eléallitottak olyan a
kett6 (Ac-GCASCDNARAAKK-NH;), harom (Ac-GCASCDNCRAAKK-NHy), illetve
négy (Ac-GCASCDNCRACKK-NH,) ciszteint tartalmazé N-, és C-terminalisan is védett
peptideket, amelyekben a —Cys-X-X-Cys— motivum fellelhet6é [108]. A pH-potenciometrias,
elektrongerjesztési és CD spektroszkopiai vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a
ciszteinek szaménak novelésével a Bi*'-, Cd**-, illetve Zn**-komplexek stabilitasa is nd.
A fémion-peptidkomplexek stabilitasat 6sszehasonlitva a kdvetkezé sorrendet allitottak fel:
Bi**>> Cd?*> Zn*". A Bi**-komplexek képzédése mar savas pH tartomanyban (pH < 3) is
jelentds. A vizsgalatok tovabba bizonyitottak, hogy az Asp karboxilatcsoportjai, és a Lys e-
aminocsoportjai sem vesznek részt a koordinacidban.

Szintén ez a kutatocsoport vizsgalta két, Gram negativ baktériumban talalhatd, Ni**-ion
homeosztazisaban szerepet jatszo fehérje (Hpn, HspA) peptidmodelljét. Mindkét fehérje C-
terminalis vége ciszteinben és hisztidinben is gazdag [109]. E szekvenciakat (—Cys-Cys—
motivumot tartalmazd) N- ¢és C-termindlisan védett formaban allitottdk eld. Mig az
elézéekben bemutatott peptidekben a Cys egységek szeparaltan helyezkedtek el, itt
szomszédos donorcsoportokrol van szo, ami eldsegitheti a két Cys kozotti amidnitrogén
koordinacidjat. Azonban a vizsgalt rendszerekben a Bi**-, Cd**-, és Zn?*-komplexek
stabilitasa hasonld volt a korabban vizsgalt peptidekéhez, melybdl megallapithato, hogy
amidnitrogén nem, Cys tiolcsoportok azonban részt vesznek a fémion-kotésben.

Kozlowski és munkatarsai a ZIP13 Zn**-iont szallit6 fehérje N-terminalis doménjének
(MPGCPCPGCG-NH,) komplexképzd sajatsagait is vizsgaltak Zn®*, Cd**, és Bi**-ionok
jelenlétében [110] (3.4.3.5. abra).

3.4.3.5. abra: A —Cys-X-X-Cys-X-Cys— motivumot tartalmazé MPGCPCPGCG-NH, dekapeptid
komplexeinek szerkezete [110]
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Savas koriilmények kozott mindegyik vizsgalt fémionnal egy MHL Gsszetételi komplex
képzadik, melyben a koordinacié a harom cisztein tiolatcsoportjanak részvételével valosul
meg. Mig a Zn**-, és Cd**-komplexekben a pH ndveléséve negyedik donorcsoportként a
szabad N-terminalis végen elhelyezked6 aminocsoport koordinacidja feltételezhetének
bizonyult, ezzel szemben Bi**-ion esetén nem tapasztaltak valtozast. A komplexek t3bb
nagysagrendi stabilitas-novekedése (az el6zéekben bemutatott mindkét terminalisan védett
peptidek komplexeihez képest) az N-terminalis szabad aminocsoport koordinacioban valo

részvételével magyarazhato.
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4, Kisérleti és vizsgalati modszerek

Réviditesek:

Boc - tercbutiloxi-karbonil
DIPEA: - diizopropil-etilamin
Fmoc: - fluorenil-metoxikarbonil
HBTU: - O-benzotriazol-tetrametiluronium-hexafluorofoszfat
HOBt: - 1-hidroxibenzotriazol
NMP: - N-metil-pirrolidon

tBu: - terc-butil

Trt: - tritil (trifenil-metil)
TFA: - trifluor-ecetsav

TIS: - triizopropil-szilan

EDT: - etan-ditiol

DCM: - diklor-metan

MeOH: - metanol

HS peptid, HS- Ac-SCHGDQGSDCSI-NH,
PS peptid, PS - Ac-SCPGDQGSDCSI-NH,
PP peptid, PP - Ac-SCPGDQGSDCPI-NH,
EC peptid, EC- Ac-ACPGDDSADCPI-NH,

Asp (D) - Aszparaginsav
Cys (C) - Cisztein

His (H) - Hisztidin

Pro (P) - Prolin

Ser (S) - Szerin

Ala (A) - Alanin

Gly (G) - Glicin

lle (1) - Izoleucin

GIn (Q) - Glutamin

4.1. A ligandumok eléallitasa, szilardfazisu peptidszintézis

Munkdm sordn négy N- és C-terminalisan is védett peptidet allitottunk elé Fmoc-
stratégian alapulo szilard-fazisu szintézissel. A dodekapeptidek eléallitaisahoz Rink Amide
AM gyantat (Novabiochem, boritottsaga: 0,68 mmol/g) hasznaltunk, melyrdl bazisérzékeny
Fmoc véddcsoporttal ellatott aminocsoport-kotéhelyek agaztak le. ,,Epitékovekként” Fmoc-
Ser(Trt)-OH, Fmoc-Ala-OH Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-
OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ille-OH illetve Fmoc-GIn(Trt)-OH (Novabiochem) egységeket
hasznaltunk fel. Az aminosavak minden esetben szabad karboxilatcsoporttal kapcsolddtak a
gyantahoz. Az Fmoc-véddcsoport eltavolitasat piperidinnel (Alfa Aesar) (20 % (v/v) NMP-

ben oldva (Molar)) végeztiik. A kapcsolasi Iépések eldsegitésére kapcsoloszerként és
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aktivatorként HBTU és HOBt reagenseket (Novabiochem), bazisként pedig DIPEA-t
hasznaltunk (Sigma). A kapcsolasok utan szabadon maradé aminocsoportok acetilezéséhez
10 % (v/v) ecetsavanhidrid (Reanal) és 10 % (v/v) DIPEA DCM-es (Molar) oldatat
alkalmaztuk. A szintézist egy sziir6vel ellatott 20 ml-es miianyag fecskend6ben végeztiik.

Mind a négy peptid szintéziséhez 1,0 g gyantat hasznaltunk. A kapcsolasi reakciok
elott — az NMP-ben torténé duzzasztast kovetden — az Fmoc csoportot a gyantarol 10 ml
10%-o0s (v/v) piperidin oldattal hasitottuk le (2x3 perc, majd 1x10 perc), majd a gyantat tobb
kisebb részletben mostuk, dsszesen 20 ml NMP-vel (4.1.1. abra).
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4.1.1. abra: Az Fmoc védécsoport eltavolitasa soran lejatszodo reakciok

A kapcsolandd aminosavak anyagmennyisége a gyanta gyarilag megadott kapacitas
értékéb6l (mmol/g) szamolhaté. Az aminosavakat a gyanta kapacitisahoz viszonyitva
négyszeres feleslegben alkalmaztuk a nagyobb kitermelés érdekében. HBTU kapcsolo- és

HOBL aktivalo reagensekbdl szintén négyszeres felesleget hasznaltunk (4.1.2. dbra).
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4.1.2. abra: A Kapcsolas soran lejatszodé reakciok
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A kimért szilard reagensekhez annyi NMP-t adtunk, mig az oldat ki nem tisztult. Ezt
kovetden nyolcszoros feleslegben DIPEA bazist adtunk az oldathoz, majd homogenizaltuk.
A korabban hasitott, majd NMP-vel mosott gyantahoz hozzaadtuk az aktualis aminosav és a
fentebb felsorolt segédanyagok NMP-s oldatat, majd forgatopadon ~ 90 percig forgattuk. A
kapcsolast NMP-vel, DCM-mel és MeOH-val torténé mosas, majd szaritas kovette. A
kapcsolasi reakciok sikerességét Kaiser-teszt [111] segitségével ellendriztik, amely a
ninhidrin és a szabad aminocsoportok kozotti szinreakcion alapul.

védett peptidekre volt sziikséglink. Ennek érdekében a szintézis utolsod 1épéseként az Fmoc-
védOcsoport eltavolitasa utdn a szabad aminocsoportokat acetileztiik. A gyantat 10 % (v/v)
ecetsavanhidridet (Reanal) és ugyancsak 10 % (v/v) DIPEA-t tartalmaz6 DCM oldatban 15
percig allni hagytuk, majd a kezelést friss reagenssel megismételtiik. A terméket TFA-H,0-
EDT-TIS (gyokfogd) 94-2,5-2,5-1,0 % (v/v) aranyu elegyével hasitottuk le a szilard
hordozordl (~ 4 h). A peptid savamid formaban hasadt le a gyantarél, emellett a hasitoelegy
a savérzékeny oldallanci véddcsoportokat (trt, Boc €s tBu) is eltavolitotta.

A hasitds utan a reakcidelegyet sziirtiik, majd a TFA-t és az EDT-t rotacids
vakuumbeparlon ledesztillaltuk. A desztillaci6 soran a homérsékletet a peptidek
izomerizacidjanak elkeriilése érdekében alacsony értéken (maximum 35-40 °C) tartottuk.
A desztillacio befejezésekor a lombikokban maradé kevés (3-4 ml) vizes, TFA tartalmu
oldatot 40 ml hiitott dietil-éterhez csepegtettiik, melynek hatasara a peptid kicsapodott. Ezt
kovetéen a mintat 50 ml-es centrifugacs6ben 5000 rpm-es fordulatszamon 30 percig
centrifugdltuk, majd a dietil-¢tert a leiilepedett csapadéktdl elvalasztottuk. Az
iilepitési/felrazéasi 1épéseket még 3x ismételtik a jol olddédd szerves szennyezdk minél
tokéletesebb eltavolitasa érdekében. Ezutan a szilard, nyers peptideket 10-15 ml vizben
oldottuk, majd fagyasztast kovetéen liofilizaltuk. A termék azonositisa ESI-MS-sel,
tisztitasa pedig HPLC-vel tortént (1asd a tovabbi fejezetekben).

4.2. Folyadékkromatografia

A nyers peptideket forditott fazisu folyadékkromatografia segitségével tisztitottuk,
melyhez Shimadzu tipusit HPLC késziiléket és Supelco Discovery BIO Wide Pore C18
(250%10mm, 5 pm) félpreparativ oszlopot hasznaltunk. A peptidcsoportok fényelnyelését
215 nm-en, kétcsatornas UV detektorral kovettiik. A komponensek elvalasztidsa allando

(izokratikus) mozgo6fazis dsszetétellel volt megvalosithato.
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HS: A eluens: H;0, 0,1% TFA; B eluens: CH3CN, 0,1% TFA.
Elucios program: 0-55 perc 4 % B (izokratikus); 0-55 perc 4% C (izokratikus); 0-55 perc
46% D (izokratikus). A frakcidszedés id6tartomanya: 32,7-45,1 perc.

PS: A eluens: H,0, 0,2% TFA, B eluens: CH3CN, 0,2% TFA.
Elucios program: 0-38 perc 0% B (izokratikus); 38-42 0-25% B (linearis gradiens); 42-46
perc 25% B (izokratikus); 46-47,5 perc 25-0% B (linearis gradiens); 47,5-50 perc 0% B
(izokratikus). A frakcidszedés idétartomanya: 30,8-35,1 perc.

PP: A eluens: H,0, 0,1% TFA, B eluens: CH3;CN, 0,1% TFA.
Elucios program: 0-41 perc 11,3% B (izokratikus); 41-42 perc 11,3-11% B (linearis
gradiens); 42-46 perc 11% B (izokratikus); 46-47 perc 11-11,3% B (linearis gradiens);
47-50 perc 11,3% B (izokratikus); 50-53 perc 11,3-30 %B (linearis gradiens); 53-59 perc
30% B (linearis gradiens); 59-61 perc 30-11,3 % B (linearis gradiens).
A frakcidszedés id6tartomanya: 35,9-45,1 perc.

EC: A eluens: H,0, 0,1% TFA, B eluens: CH3CN, 0,1% TFA.
Eltciés program: 0-27 perc 15% B (izokratikus); 27-35 perc 15-50% B (linearis gradiens);
35-42 perc 50% B (izokratikus); 42-45 perc 50-15% B (linearis gradiens); 45-50 perc 15% B
(izokratikus). A frakcioszedés idétartomanya: 18,7-22,6 perc.

4.3. Tomegspektrometria (ESI-MS)

A peptideket egy Finnigan TSQ-7000 tripla kvadrupol analizatoros, elektrospray
ionizacios (ESI) ionforrassal ellatott Finnigan-MAT, (San Jose, CA) tomegspektrométerrel
azonositottuk. A késziilék tomegtartomanya 10-2500 m/z, a kapillaris fesziiltség 4,5 kV,
kodképzd gazként Np-t hasznaltunk. A nyers peptidek vizes oldatat, illetve a
folyadékkromatografias tisztitds soran gytjtott frakciokat egy HPLC pumpa segitségével
jutattuk a késziilékbe (mozgofazis: metanol-viz-hangyasav = 49,9-50-0,1 térfogataranyban;
HPLC pumpa: Applied Biosystems 140C; dramlasi sebesség 250 pl/perc; mintatérfogat: 5
ul). A peptidek analitikai adatai:

- HS: m/z = 1249,64 [M + H]"; m/z = 625,09 ([M + 2H]**)/2. A szamolt monoizotopos
tomeg: 1248,45 g/mol.

- PS: m/z = 1207,44 [M — H]"; m/z = 603,21 ([M — 2H]*)/2. A szamolt monoizotopos
tomeg: 1208,44 g/mol.
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- PP: m/z =1219,70 [M + H]*; m/z = 610,08 ([M + 2H]**)/2. A szamolt monoizotdpos
tomeg: 1218,46 g/mol.

- EC: m/z = 1204,50[M + H]"; m/z = 602,60 ([M + 2H]**)/2. A szamolt monoizotdpos
tomeg: 1203,45 g/mol.

4.4. A pH-potenciometria

Az oldatbeli egyensulyi vizsgalatok, a savi disszociacios (Kpqr) €s komplexképzddési
(Bogr) allandok meghatarozasa potenciometrids modszerrel tortént. A modszert olyan
folyamatok tanulmanyozasara lehet alkalmazni, ahol a fémionok leszoritjak a ligandum
protonjait, ami az oldatbeli hidrogénion-koncentraci6 megvaltozasaval jar, s igy az
iivegelektrod altal érzékelt potencialvaltozast eredményez. A pH-metrids titralasokat vizes
kozegben, allandé hémérsékleten (298,0 + 0,1) és allandé ionerésség (0,1 mol/dm®) mellett

végeztik.

Az ionerGsség beallitaisaira minden esetben analitikai tisztasagi NaClOy4-ot (Aldrich)
hasznaltunk. A CO; és O, tavoltartasara oldatainkba és azok folé inert gazt, nagy tisztasagi
argont buborékoltattunk. A méréoldat NaOH (Aldrich) ~ 0,1 M koncentracioju vizes oldata
(Aldrich) oldat titralasaval hataroztuk meg. A fémionok torzsoldatainak elkészitéséhez
szilard Cd(ClOg4),xH,0-0t, Zn(ClO4),xH,0 -ot, Hg(ClO4),xH,0 és AgClO4xH,0 -ot (Alfa
Aesar) hasznaltunk fel, majd oldataik pontos koncentracidit komplexometrias, illetve
csapadékos titraldssal hataroztuk meg. A titrdlasokat IBM-kompatibilis PC altal vezérelt
Dosimat 665 tipusti Metrohm automata biirettabdl és Orion 710A precizios pH-mér6ébol allo
berendezéssel végeztilk. Az Orion Ross kombindlt tivegelektrod (125 mm) kalibralasahoz

crer

adatsorok értékelése a modositott Nernst-egyenlet alapjan tortént [112]:

E=E,+K-log[H*]+J, -[H*]+7‘]°H'KW
[H']
melyben az ismert paraméterek mellett Jy és Jon az iivegelektrod savas, illetve lugos
hibdjanak, valamint a folyadék-folyadék hatarfeliileti potencialbol ado6do hibaknak a
korrekciojara szolgdlo illesztési paraméterek, a Ky = 10137 pedig a viz autoprotolizis-

allanddja [113]. A paraméterek kiszamitasa a nemlinedris legkisebb négyzetek modszere
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szerint tortént. A rendszerekben képzddd részecskék az alabbi altalanos egyensulyi

folyamattal, ill. képzddési allandoval jellemezhetdek:

PMZ +qH* +rL” = M H, L, @

_ [ M, H,L ]
P P

ahol M a fémiont, L a nemprotonalt ligandum molekulat jeloli. Az utobbi egyenletben, és a
tovabbiakban mindenhol, a toltések jelolésétdl az egyszertiség kedvéért eltekintiink, azonban
ezek minden egyes részecskére konnyen kiszamithatok, ha figyelembe vessziik, hogy a
teljesen protonalt ligandum a HS peptid esetén HsL", az EC peptidnél HsL, a PS és PP
peptidnél pedig HaL képlettel irhato le.

A ligandumok protondlodési allandoit 3-4 parhuzamos titradldsbol hatdroztuk meg,
mig a fémiont is tartalmazoé rendszerekben 8-9 mérést végeztiink pH = 2-11 tartoméanyban.
Adatsoraink 70-90 adatpontot tartalmaztak. A titralasi gorbék kiértékelése soran a
hatéroztuk meg [114]. A ligandum koncentréacidja egy tipikus mintdban ~ 1,0x102 M volt.

A vizsgalt peptidek Hg?*-ionokkal kialakitott rendkiviil er8s kolcsonhatdsa miatt a
pH potenciometrids modszert csak a ligandum protonalddasi folyamatainak vizsgélatara
tudtuk alkalmazni. A latszolagos stabilitasi allandé meghatarozasahoz ligandum-kiszoritasos

modszert hasznaltunk (1asd 5.3.1. fejezet).
4.5. UV-lathato spektroszkopia

Peptidekben az UV-Vis spektroszkopiaban jellemz6 atmenetek a =—n*, n— illetve
n—c*. Az elsé az egyszerii telitetlen vagy aromés rendszerekre (peptidekben példaul a
fenilalanin, a tirozin és a triptofan aromas gytriii), a masodik a heteroatomot tartalmazé
telitetlen vagy aromas rendszerekre (peptidekben példaul a hisztidin nitrogént tartalmazé
aromas gyurlije), a harmadik pedig a csak o kotésekbdl allo csoportokhoz kapcsolddod
nemkoto elektronparral rendelkezd heteroatomokat tartalmazo rendszerekre jellemzd (pl. a
szerin oxigénje, cisztein kene).

Mivel kisérleteinket d'° fémionokkal végeztilk d-d abszorpcids savok vizsgalatara
nem volt lehetdségiink. Viszont az elektrondtmenetek masik osztdlya, a toltésatviteli (CT)

savok vizsgalata is fontos lehet a komplexek szerkezetének felderitésében.
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Mig az el6z6 esetben az elektrondtmenet a fémes palyakon valé atrendezddés eredménye,
addig a toltésatviteli savok elektron donor — elektron akceptor dtmenetekkel jellemezhetéek
(pl.: S ot =M ™?"). Ezen atmenetek eredményeként egyedi, nagy intenzitasa (akar ezerszer
nagyobb &, mint a d-d atmeneteknél) abszorpcids savok jelenhetnek meg az UV/lathato
tartomanyban.

Az UV-Vis mérések Daniaban, a Koppenhagai Egyetemen egy Shimadzu UV3600
UV-VIS-NIR tipusu, kétutas spektrofotométeren, valamint Szegeden egy Unicam Helios
o tipusu, kétutas spektrofotométeren, teflondugés sziikitett kvarckiivettaban (I = 10 mm),
A =200 — 400 nm hullamhossz-tartomanyban torténtek. Az UV-titralasokat vizes kozegben,
4dllandd hoémérsékleten (25°C) végeztilk. Az inert atmoszféra biztositisa érdekében a
mintakat argon atmoszféra alatt készitettiik. Az egyes titralasok soran a fémion:ligandum
aranyt valtoztattuk 0:1-t61 2:1-ig. A mérések soran a ligandumok koncentracidja minden
esetben 1,0x10* M volt.

4.6. CD-spektroszkopia

A sikban poléaros fény felbonthatd egy jobbra és egy balra forgatdé komponensre.
A fehérjék és peptidek, mint optikailag aktiv anyagok, egy adott hullamhossz-tartomanyban
a jobbra és balra forgatd cirkuldrisan polaros fényt eltérd mértékben nyelik el. Ezt a
jelenséget nevezik cirkularis dikroizmusnak vagy felfedezdjérél Cotton-effektusnak.

A CD spektrum rogzitésekor a jobbra és balra forgd fény komponensek
abszorpcidjanak kiilonbségét mérjik a besugarzo fény hullamhosszanak fliggvényében.
A miszerek tobbsége viszont ezt atalakitja ellipticitds vs. hullamhossz gorbévé. Az
ellipticitas egyenlé az elliptikusan polaris fény kis- és nagytengelye hanyadosanak
arcustangensével, az egységnyi koncentraciora jellemz0 mennyiség pedig a molaris
ellipticitas. A CD spektrumokban negativ eléjelii savok is eléfordulhatnak, valamint eltéréen
az UV-Vis abszorpcios spektroszkopiatol a savok joval keskenyebbek. A CD spektroszkopia
hatékony peptidek és komplexeik vizsgalataban a szabad és komplexben levd peptid

A polipeptidek/fehérjék szerkezet-vizsgalataban foként a CD spektrum ultraibolya
tartomanya informativ. Az amidkromoforok elnyelési hullamhossz-tartomanyaban (180-
250nm) ezen csoportok egymdashoz képesti elrendezddése, tehat az egyes masodlagos

szerkezeti elemekre jellemzé spektrumok mérhetok.
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Mig a fehérjék CD spektrumaiban gyakran stabilis helikalis vagy B-reddzott
szerkezetek figyelhetok meg, addig ez a révid peptidek esetében ritkasagszamba megy (bar
léteznek olyan peptidek, melyek preferdltan egyféle szerkezetet alakitanak ki). A rdvid
peptidek (mint amilyenek az altalunk vizsgalt 12 aminosavbol allo, bakterialis CueR fehérje
fémkoto-helyét modellezd peptidek is) altalaban nem képesek egy adott stabilis masodlagos
szerkezet kialakitasara. Bar 1étrejohetnek intramolekularis hidrogénkdtések, illetve
elektrosztatikus, hidrofob és sztérikus hatasok is elényben részesithetnek adott konforméaciot,
de a sokkal kiterjedtebb, olddszerrel kialakitott kdlcsonhatas nagyobb flexibilitast biztosit a
molekuldnak. Ezért a CD spektrumban legtobbszor nem figyelhetd meg alland6 rendezett
szerkezet. A CD spektrumok alakja egy adott konformacios (szerkezet) eloszlasra jellemzo.
Ennek az az oka, hogy az ideiglenesen kialakulo helikélis vagy B-red6zott struktarak lassan
alakulnak at a CD spektroszkopia iddskalajahoz mérten, ami miatt az Gsszes lehetséges
masodlagos szerkezethez tartozé spektrum sulyozott Osszegét figyelhetjik meg. A Kis
peptidek CD spektruma az esetek tobbségében a véletlenszerii/rendezetlen/egyéb
konformacioként meghatarozott fehérje spektrumhoz hasonldo. A CD spektrumok valtozo
koriilmények kozott torténd felvételével (kiilonbozd pH, ionerdsség, hdmérseklet, fémionok
és egyéb kolcsonhatd partnerek jelen, illetve tavollétében) megfigyelhetd, hogy az adott
konformécios populacié hogyan valtozik meg. Osszességében tovabbra is folyamatosan
egymasba alakulo szerkezetekrdl beszéliink, azonban mas lesz a kiilonbozd szerkezetek
eloszlésa.

Spektrumaink egy részét a daniai Institute for Storage Ring Facilities, University of
Aarhus (ASTRID-ISA) CD késziilékén lettek felvéve. A részecskegyorsitobol a linearisan
polarizalt fény egy CaF, ablakon halad keresztiil a CD késziilékbe, folyamatos N, aram
mellett, ahol a fotoelasztikus modulator a polarizalt fényt felvaltva jobbra, illetve balra
cirkularisan polarizalt fénysugarra atalakitja. A CD jelek rogzitése a modulatorral
szinkronizalt fotoelektron-sokszorozo detektor segitségével tortént. A késziilék kalibralasa
kamforszulfonsav spektruma alapjan tortént. A spektrumokat a 170-330 nm tartomanyban,
~1,0x107° M oldatokban rogzitettik 1 nm-es lépésenként, 0,1 mm-es kvarc celldban
(SUPRASIL, Hellma GmbH, Germany). A méréseket témavezetdim végezték, én a
spektrumok kiértékelése soran kapcsolodtam be a munkdba. CD mérések késziiltek a
Koppenhdgai Egyetemen egy Jasco J-815 CD késziiléken (JASCO, Essex) is. A
spektrumokat 180-260 nm tartomanyban, 1x10*M ligandumkoncentracié mellett mértiik 1

nm-es lépésenként, 1 mm-es kvarc celldban.
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4.7. NMR-spektroszkopia

A magneses magrezonancia spektroszkopia szintén a ligandum szerkezetér6l, illetve
a fémion ligandumra gyakorolt hatasardl nytjt informéciot. Az 'H NMR segitségével a
fémiont tartalmazo rendszerek vizsgalataiban az egyes atomcsoportokra jellemzd jelek
kiszélesedésébdl ¢€s kémiai eltolédas értékébdl, valamint a jelek felhasaddsabol
kovetkeztethetiink a ligandum kiilonb6z6 csoportjainak protonaltsagara, illetve fémion-
koordinécidjara.

Amig a szabad ligandum titradlasahoz és fémion jelenlétében végzett mérésekhez
egydimenziés NMR modszert alkalmaztunk, az egyes rezonancidk hidrogénekhez torténd
pontos hozzarendelését, valamint az azonos aminosavak protonjaihoz tartozd jelek
sorbafejtését kétdimenzios modszerrel végeztiik.

A kétdimenziés modszer alapja, hogy ha a mintat egy rovid radidfrekvencias
impulzusnak tessziik ki, akkor valamennyi magot egyszerre tudjuk gerjeszteni. A sugarzast
megsziintetve a magnesezettség y irdnytl komponensének iddébeli csokkenését tudjuk mérni.
Ha az impulzus utan skalaris csatolds, kémiai csere vagy dipolaris csatolds modulalja a jelet,
akkor egy Ujabb impulzus alkalmazasaval kétdimenzids spektrumok felvételére nyilik
lehetdség. Ezeket a spektrumokat feliilnézetbol abrazoljak, igy a csatoldé magok helyét
keresztcsuicsok jelzik. Ez a korrelacios spektroszkopia (COSY), mely az egymadssal
geminalis vagy vicinalis csatolasban 1évd protonokrol ad informaciot. Abban az esetben, ha
az els6 impulzust tgynevezett spin lock koveti, a magnesezettség az x - y sikban marad, igy
egy spinrendszeren beliil akar 5-6 kotésen keresztiil is tovabb terjedhet. Ennek kdszonhetéen
olyan skalaris csatolasokhoz rendelhetd keresztcsucsok is megjelennek, melyeket a COSY
spektrumokon nem lathatunk. Ezt a mddszert total korrelacios spektroszkopidnak nevezziik
(TOCSY). Hosszabb, am gyengébb spin lock alkalmazasaval olyan protonok csatolasat
tudjuk meghatarozni, melyek térbeli kozelségiik révén 1épnek egymassal kdlcsonhatasba. Az
igy kapott ROESY spektrumok segitségével tanulmanyozhatjuk a téren at hat6 csatolasokat
az egymashoz kozel elhelyezkedé hidrogének kozott, ami lehetdséget teremt arra is, hogy
egy peptid aminosav-sorrendjét megallapitsuk.

Az NMR spektrumokat Koppenhagaban egy Bruker Avance DRX 500-as, illetve egy
Bruker Avance DRX 600-as spektrométereken, valamint Szegeden egy Bruker Avance DRX
500-as késziiléken vettiik fel (miikodési frekvencia: 500,13 MHz, illetve 600,11 MHz). A
mintdk készitéséhez oldoszerként 10% D,O-t (Aldrich) tartalmazd desztillalt vizet
hasznaltunk. Az oldatok pH-jat 0,1 és 0,01 M-0s NaOH oldatokkal allitottuk be.
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A kémiai eltolodas értékeket (o) TSP (trimetilszilil-propionat) bels6é referens
alkalmazasaval hataroztuk meg. A ligandum koncentracioja egy tipikus mintdban ~1,0-
1,3x10° M volt. A felvett 2D COSY, TOCSY és ROESY spektrumok 2048(F2)x1024(F1)
komplex pontot tartalmaztak. A mérések kiértékeléséhez az ACD/NMR Processor Academic

Edition valamint Bruker TopSpin 3.2 programokat hasznaltunk.
4.8. Perturbalt gamma-gamma szogkorrelacios spektroszkopia (PAC)

A perturbalt gamma-gamma szogkorrelacids spektroszkopia (PAC) olyan
spektroszkopiai modszerek koz¢ tartozik, amelyek a hiperfinom kdlcsonhatdsokat vizsgaljak,
mint példaul az NMR, az EPR (elektron paramagneses rezonancia) vagy az NQR (mag
kvadrupol rezonancia). A szervetlen és bioszervetlen kémiaban a PAC spektroszkopia
informacioval szolgéalhat a lokalis elektron- és molekulaszerkezetrdl, valamint az adott PAC
érzékeny magot koriilvevé molekula dinamikai sajatsagairol. Ez a technika tehat kivaloan
alkalmazhatd olyan fémiont tartalmazo rendszerek vizsgélatira (pl. metalloproteinek és
modelljeik), amelyben az adott fémion egy a PAC spektroszkdpia modszeréhez megfeleld
izotoppal helyettesitheté (4.8.1. tablazat). Az ilyen izotopok legfontosabb tulajdonsaga,

hogy bomlasuk kozben két gamma részecskét bocsatanak ki.

Sziil6 Felezésiidé Bomlis Leiny  Atmeneti dllapot spin  E@) E)

elem elem felezési ideje (ns)  allapot  Kkey keV
“Ti 47 év EC Msc 153,0 1 78 68
Co 271nap  EC =" 98,5 312 122 144
®Mo 66 6ra B e 3,61 5/2 740 181
Umeq 49 perc IT eg 85,1 5/2 151 245
BBa  11¢v EC 133¢s 6,27 5/2 356 81
BwW o 2396ra B '%Re 555,0 92 479 T2
19Myg 42,6 perc  IT %Hg 2,45 5/2 374 158

4.8.1. tablazat: Néhany PAC izotop adatai

Egy ilyen bomlési kaszkadban az elsé y-fotont egy adott irdnyban lehet detektalni, de
a masodik foton az els6hoz képest anizotrop modon, meghatarozott irdnyban fog tavozni az
un. szégmomentum megmaraddasanak elve miatt (4.8.1. dbra) [115]. Ebbdl az n. szog-

korrelaciobol ered a PAC mozaiksz6 is.
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4.8.1. abra: A n és y fotonok kozotti szogkorrelacio; a centrum és a kdrvonal kozotti tavolsag
aranyos a », foton adott szog (@) alatti detektalasaval, y; fotonhoz képest
A kiilsé elektromos térben elhelyezkedd kvadrupol mag pozitiv magtoltés-eloszlasa és az 6t
koriilvevo toltéseloszlas kozotti kdlecsonhatas (NQI) kiilonbdzo energiaju elrendezdédéseket

eredményez (4.8.2. dbrdn bal).

e e e 42,6 min 374 keV  |=3/2
a spin i
iranya © hos| [hwy; )j245ns | 158keV 1=5/2
!
hm1 /
— 77/// ’YZ
e e e 1%77'%
Hg
a b c

4.8.2. abra: Bal oldalon: egy atommag kiils6 elektromos térben, két negativ ponttoltés kozott: a legnagyobb
energiaju (c), a legkisebb (b) és egy koztes energiaju allapot (a); jobbra: a **"Hg izotop bomlasi sémaja és a
koztes energiaallapot hiperfinom felhasadéasa

. . y 1
Ez a kolcsénhatas a 19°M

Hg izotdp két, egymast kdvetd y-foton kibocsatasaval jarod
bomlasa sordn az atmeneti allapot hiperfinom felhasadasat eredményezi, amely kinagyitva
lathat6 a 4.8.2. dbra jobb oldalan. Ez az atommag és az azt koriilvevd elektromos tér kozotti
hiperfinom koélcsonhatas ujjlenyomatszertien jellemzi az adott izotopot. Ez alapjan a
koordinacié geometriai Vviszonyaira és a koordinacioban részt vevé csoportok szamara,

valamint tulajdonsagaira kovetkeztethetiink a PAC spektrumokbol.
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. e}
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4.8.3. abra: Egy Fourier-transzformacio el6tti (beagyazott gorbe) és a transzformacié utani PAC spektrum
A piros gorbék a kisérleti adatok, mig a fekete gorbék azok illesztései

36



Az atommagok ¢€s az azt koriilvevo erdtér kozotti kdlesonhatas erdsségére jellemzo
o (ill. vo = 10xwe/(37)) és az elektromos tér szimmetria viszonyait leird # paramétereket a
mért spektrumokbdl Fourier-transzformaciot kovetden paraméterillesztéssel hatarozhatjuk
meg (4.8.3. abra). A PAC spektrumokban megfigyelhetd savok szélessége a koordinacios
geometria flexibilitasat jellemzi. A keskeny savok merev konforméciora utalnak, mig a
széles savok flexibilis, tobb lokalis konformaciés minimummal rendelkezé szerkezetet
jeleznek.

Osszefoglalva, a modszer segitségével jellemezhetd egy fémion lokalis kornyezete
(tipus, koordinacios szam, koordindloddé atomok geometriai elrendezddése). Tobb
koordinaciés hely esetén pedig meghatarozhato egyfajta eloszlas a kiilonb6z6 geometriaja
kotohelyek kozott, illetve korabban emlitett molekuladinamikai informaciokat is kaphatunk.

Lars Hemmingsen és munkatarsai kvantumkémiai szamolasokkal (DFT) kiilonb6zo
kettes (linearis €s hajlitott geometridk) és harmas koordindcidos szami Hg2+-vegyﬁletekben
vizsgaltak az elektromos téreré gradiens (EFG) alakulasat [116]. Szamitasaik alapjan az
EFG-nek a ***™Hg PAC paraméterek szempontjabol legfontosabb komponense kiilsnbdzd,
egymast kioltd hatdsok miatt nagyon csekély mértékben érzékeny a linedris geometria
torzultsagara, illetve a koordinal6d6 donorcsoport mindségére. Emiatt, noha a meghatarozott
Vo paraméterekb6l mérvado informacidkat nyerhetiink a fémion koordinacids szdmarol,
azonban a linedris és hajlitott ketteskoordinacids szdmu szerkezetek, illetve a potencialisan
koordinalodo csoportok kozott rendkiviil nehéz kiilonbséget tenni.

A mérések alkalmaval minden esetben 55 % (m/m) koncentracidban szachardzt
adtunk a mintakhoz, hogy a molekulak Brown-féle ,,tumbling” mozgasat (rotacios diffazio)
csokkentsiik. Ugyanilyen okbdl a méréseket Peltier-elemekkel szabéalyozott hdmérsékleten,
1°C-on végeztiik. Mivel a pufferek pKs értékei homérsékletfiiggdek, ezért meghataroztuk,
hogy milyen pH értéket allitsunk be az adott pufferoldatnak szobahdmérsékleten, hogy azt
1°C-ra hiitve a kivant pH-t kapjuk [117].

A kilonb6z6 Osszetételd ng+-HS, PS és PP mintak PAC spektrumait a CERN-ben
(Svajc), az ISOLDE laboratériumban rogzitettik. A Hg**-ionok HS ligandummal alkotott
komplexeit pH = 2,0, 8,0 és 10,5 értékeken vizsgaltuk. A bazikus koriilményeket TRIS (pH
= 8,0) és CAPS (pH = 10,5) puftferek segitségével biztositottuk. A 200 uL térfogatii mintak
150 pL radioaktiv '™Hg®*-t tartalmaztak. Az oldatokban a ligandum koncentracioja
3,88x107° és 8,02x107° M kozétt valtozott, a Hg**-ionok dsszkoncentracioja 4,64x10° M és
7,80x10° M tartomanyban volt. A radioaktiv 199mngJ’-ionok szdma egy mintaban

~10%°-10% darab volt.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. A vizsgalt ligandumok 0sszehasonlitasa

5.1.1. A vizsgalt ligandumok sematikus szerkezete

Ac-SCPGDQGSDCPI-NH, (Ac-Ser-Cys-Pro-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Pro-lle-NHy)
(PP, V. cholerae baktérium CueR fehérjéjének fémkotd doménje):

o o o
H@A@—N—cn—(@—ﬂ—cn—g—N (U.fn—CHf(H:—H—CHf(H:—H—CH*@—H—CH*(“?*H—CH%H:—H—CHf(‘l.—n—CHf(@—N (“:—H%H%”:—NHZ
<‘:H2 CH, [ E |-‘| H2<‘: Hzc‘: |‘-| Hz(‘: Hz(‘: HZ(‘: 4 E c‘:H—CH3
AH S‘H ¢—o HZC‘: éH e— $H CH,
C‘)H t—o AH (‘ZH:,
N,

Ac-SCPGDQGSDCSI-NH; (Ac-Ser-Cys-Pro-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Ser-lle-NH,)

(PS, Az eredeti szekvencia fémkoté doménjében a 1l-es pozicidji prolint szerinre
cseréltiik):

(o] (o]
H:,CfoNfCH*ngfCH (H‘.fN (LH*CH*(@*“*CH HfoCH (H:focH (U,focw(‘,lfoCHféfo H H7HfCH g—n—cm”:—uuz
Le & (38 L b U L Le b by leen
Lo L S L TSR R e e
Lo 5 b,
i

Ac-SCHGDQGSDCSI-NH; (Ac-Ser-Cys-His-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Ser-1le-NH,)
(HS, Az eredeti szekvencia fémko6té doménjében a 3-as és 11-es prolinokat hisztidinre és
szerinre cseréltiik):

o)
| H | H | H | H | H |l H | H | H | H | H |l H |
HsC N—z‘:H—c—N—?H —N—c‘;H—c— —c‘:H—c—N—?H — —t‘:H c— —c‘:H—c— —c‘:H— — —c‘:H—c— —gH-C— —c‘:H—c—N—?H C—NH,
‘Hz ‘Hz CH, <‘:H2 1‘:H2 CH, <‘:H2 Ha (‘:Hz (‘:H CH;3
OH SH c=0 CH, OH c= SH H CH,
NN \ \ \
\ OH c=0 OH CH;3
NH |
NH,

crer

o (o]
H3C—(‘:—N—CH H—H—CH (H:—N (‘éfnch ng—CH (U.‘foCHfg—H—c ,(..‘;7“7 H7H—CH (H:fN70H (Hth (“‘.—H—CH*(‘E‘—NHZ
R N A A i e R A D R
SH c=0 c=0 OH Cc= SH CH,
Lo b L L,
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5.1.2. A ligandumok pH-potenciometrids és UV spektroszkopiai vizsgdlata

Munkam soran a ligandumok tisztitasat kovetden elsé 1épésben meghataroztuk a
fémionokat nem tartalmazd rendszerben a szabad ligandumok pKs értékeit. A vizsgalt
dodekapeptidek négy (PP, PS) illetve 6t (HS, EC) olyan csoportot tartalmaznak, melyek a
pH novelésével deprotonalodnak (5.1.2.1. tabldzat).

pPKs(PP) pKs(PS) pKs(HS) pKs(EC)

Cys, -SH 9,06 9,09 9,06 9,25
Cys, -SH 8,25 8,30 8,44 8,40
His, -NH - - 6,60 -

Asp, -COOH - - - 4,75
Asp, -COOH 4,40 4,37 4,79 3,98
Asp, -COOH 3,38 3,50 3,50 3,09

5.1.2.1. tablazat: A ligandumok potencialis donorcsoportjainak pKgértékei
(Cpeptia = 1,0x107° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A ligandumok a pH ~ 3-5 tartomanyban két, illetve harom protont veszitenek, melyek
az Asp aminosavak karboxilcsoportjaihoz rendelhetk. A HS peptid esetén egy tovabbi
deprotonalddasi folyamat jatszodik le pH ~ 6-7 kornyékén, mely a His imidazolcsoportjanak
protonvesztése, a pH ~ 8-10 tartomanyban pedig a peptidek Cys alegységeinek tiolcsoportjai
deprotonalddnak (5.1.2.1. dbra).

11 ~
10

pH

w A O O N 00 ©

Nop=/ Nyig

5.1.2.1. dbra: A peptidek normélt titraldsi gorbéi (c,, = 1,0<10°° M, 1= 0,1 M NaCIO,, T = 298 K)

A tiolcsoportok deprotonalédasanak hatasara egy intenziv n — o* atmenethez
rendelhet6 sav jelenik meg az UV spektrumokon [118, 119]. A ligandumok A4 = 230 nm-nél
abrazolt A vs. pH diagramjain az abszorbancia jelentés novekedése figyelheté meg a pH 7-
10 tartomanyban, amely egyértelmiien a Cys tiolcsoportjainak deprotonalodasanak
kovetkezménye (F1-F4. dbrdk).
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Az 5.1.2.1. tablazat adatai alapjan elmondhato, hogy az extra donorcsoportok (HS,
EC) megjelenése nem okoz szignifikans valtozast a tiolcsoportok deprotonalddasat jellemzo
pKs értékekben. Legfeljebb az EC peptidekben lehet intramolekuldris hidrogénkotéssel

szamolni.
5.1.3. A ligandumok *H NMR spektroszképiai vizsgdlatai

A ligandumok komplexképz6dési folyamatainak *H NMR spektroszkopiaval torténd
kévetéséhez eldszor *H-"H COSY és *H-"H TOCSY spektrumok alapjan elvégeztiik a jelek
hozzarendelését az aminosavak hidrogénjeihez (F5-F7. dabrdk). Az aminosavak
szekvenciabeli ismétlddése, valamint az atfedd jelek miatt ROESY spektroszkopiat
alkalmaztunk, hogy az egyes hidrogénekhez tartoz6 jelek sorfejtését is elvégezhessiik.
A kovetkezOkben az azonositast a PP ligandumon mutatom be.

Az aszparaginsav C,H, CgH, és az amidhidrogének (NH) jelei kozotti kapcsolatot
mindkét spektrumon keresztcsticsok jelolik. A Gly—-Asp—-GIn szekvenciat az egyes
aminosavak C,H hidrogénjei és a kovetkezé aminosav alegység amidhidrogénjei kozotti

csatolasok megjelenésén keresztiil azonosithatjuk.

6GIn 5Asp
NH NH
fj\-/\)’\l/ /\/K
% I\‘- A AN AN _
«’ [ m
—‘L_—_—%; 4 Poimion) ) h
:-;: @ | o
L N
_j N
= e .
ég oo LW
o ~
©
°
w 3
[6)]
oBeoc

8,3
8/ ppm

5.1.3.1. abra: A szabad PP ligandum TOCSY és ROESY spektruma az amidhidrogének
tartomanyaban. Kékkel jeldlve lathatdo a TOCSY, mig pirossal a ROESY spektrum azonos részlete.
A Gly—Asp—GIn kapcsolatot bizonyitd keresztcsticsokat a fekete vonalak metszéspontjai és a nyilak jelolik ki.
(Cp= 2,6x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 4,95, T = 298 K)
A glicinek C,H, hidrogénjei (6 ~ 3,99 ppm) csak a 8,17 ppm kémiai eltolodasu
amidhidrogénnel adnak keresztcsucsot, amelyek az 5. Asp amidhidrogénjéhez rendelhetdk.

A 6= 8,44 ppm-nél talalhato jel (a GIn NH csoport hidrogénjéhez tartozik) pedig az Asp
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C,H csoportjaval mutat csatolast. A kétdimenzios spektrumok segitségével ily modon a

teljes peptidszekvencia feltérképezheté, igy az 'H NMR spektrumokon megjelend

rezonanciak azonosithatok (5.1.3.2.A/B dbra).

1Ser CH,CO éZHHe
LSSer §2' 13
CH
“ 12]|e
3,11procaH 311pro C-{LHS
CgH
B2
AéG:,y HoSer 6GIn | 6GIn °GIn
ol CoHo CH, | CpH,|  Cita

5.1.3.2/A abra: A PP ligandum 'H rezonanciainak azonositasa az alifas hidrogének tartoméanyaban
(€= 2,6x10°M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | =0,1 M NaClO,, pH = 4,95, T = 298 K)

- 10Cys
Gln NH
47Gly  NH

5Asp

NH 12]|e 12]|e
CO-NH, CO-NH,
5GIn 5GIn
NEHZ Nz:HZ
8,5 8,0 7,5 7,0
S/ ppm

5.1.3.2/B abra: A PP ligandum 'H rezonancidinak azonositisa az aromas hidrogének tartoméanyéban

(CPP =2,6x10"°M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 4,95, T = 298 K)
A peptidek deprotonalodasi folyamatainak hatasat a HS ligandum pH-fiiggd NMR
spektrumain szemléltetem. A His imidazolcsoportjanak (pH > 55) és a két Asp
karboxilcsoportjainak (pH > 3,5), valamint a két Cys tiolcsoportjainak protonvesztésével

(pH > 7,5) parhuzamosan a CgH> jeleik kémiai eltolodasa pH-fiiggd valtozast mutat (5.1.3.3.

abra).
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His CgH, ~ CYSCgHz  S%Asp CyH,

Vs |

| 10,84
| 9,37
8.89
8,40
7,40
6,96
6,58
6,19

.‘& 5,48

%

it 4,37

JA‘L 3,70

2,06

36 36 32 30 28 26 24 22 20 18 PH
S/ ppm

5.1.3.3. abra: A HS ligandum pH-fiiggé *H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének tartoméanyéban
(€= 1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A His imidazolcsoportjanak deprotonalédasa tovabba az imidazolgyiirii C.H illetve CgoH
rezonanciainak eltolodasat és kiszélesedését eredményezi (5.1.3.4. dbra). A nagyobb
tereknél (alacsonyabb ppm értéknél) 1évé CiH jel valtozasabol a deprotonalddasi allandod
becsiilhet6 (pKpis ~ 6,7), amely jo egyezést mutat a korabban pH-potenciometrias modszerrel
meghatarozott értékkel (pKuis = 6,60).

3His CH SHis Cg,H

86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 pH
8/ ppm

5.1.3.4. abra: A HS ligandum pH-fiiggé 'H NMR spektrumainak részlete az aromés hidrogének tartomanyaban
(€= 1,3x10°° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, 1 = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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A PP és PS peptidek pH-fiiggd spektrumai nagy hasonldésagot mutatnak a HS liganduméval
(F9-F10. abrak). Az EC peptid pH-fiiggd spektrumain a deprotonalodasi folyamatok
kovetését a jelek jelentds szélesedése akadalyozta (F11. abra).

Az aromas hidrogének tartomanyaban (6 = 6,8-8,6 ppm ko6zott) az amidnitrogének
protonjaihoz rendelhet6 jelek a pH novelésének hatasara teljesen eltiinnek a vizzel torténéd
intenziv cserefolyamat kovetkeztében.

A hisztidin Cy4H illetve CgsH jelein lagos pH-tartomanyban lathaté kis vall
megjelenését nagy valosziniiséggel a Cys tiolcsoportjainak oxidacioja (intra- és/vagy
intermolekularis diszulfid-hidak kialakulasa) okozza, amelyet hosszabb id6 elteltével mar
savas koriilmények kozott is tapasztalhatunk, amennyiben nem gondoskodunk inert

atmoszférarol (F8. abra).
5.1.4. A ligandumok CD spektroszkopiai vizsgadlatai

A rovid peptidek altalaban nem képesek egy adott stabilis masodlagos szerkezet
kialakitasara, ebbdl adodéan CD spektrumok nem diszkrét konformaciokhoz, hanem azok
populacioihoz rendelheték. A spektrumok alakja tehat egy adott konformacios (szerkezeti)

eloszlast, illetve ennek megvaltozasat jellemzi.

4 -

4 -
L S 0 -V
€ 4 € 4 j
:g g | PP ligandum :g o PS ligandum
‘c pH ‘o
= = pH
2-12 1 2,0 2-12 | 2,0
= 58 = 6,0
.16 | 103 w g 12,0

-20 -20

180 190 200 210 220 230 240 250 260 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Alnm Alnm

5.1.4.1. abra: A PP és a PS ligandumok CD spektrumai kiilonb6z6 pH értékeknél rogzitve

(Copps = 1,010 M, 1=0,1 M NaClO,, | = 1mm, T = 298 K)

Az 5.1.4.1. abran megfigyelhetd, hogy a savas koriilmények kozott (pH = 2,0) mért
spektrumok alakja megvaltozik a pH ~ 6,0-ra. Ebben a pH tartomanyban torténik ugyanis a
két Asp karboxilcsoportjanak deprotondlodasa, melynek révén a peptideken novekszik a
negativ toltésli csoportok szama. Ennek kovetkeztében az elektrosztatikus kolcsonhatasok
megvaltoznak, de a molekula és az oldoszer kozott kialakulod esetleges hidrogénkotés-
rendszer atalakulasa is feltételezhetd. A negativ toltéssel rendelkezd karboxilcsoportok
taszitani fogjak egymast, ennek kovetkeztében bizonyos konformaciok a savas

koriilményekhez képest gatoltak, mig mas konforméciok kedvezményezettek lesznek.
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A pH = 6-12 kozott a Cys egységek tiolcsoportjai deprotonalddnak, ami a negativ toltések
szamanak tovabbi novekedését okozza. A 4 ~ 198 nm-nél jelenlévd csucs intenzitasa nd,
illetve ~ 240 nm-nél pozitiv cstcs jelenik meg a spektrumon. Erdemes megjegyezni, hogy ez
utobbi jelenség azoknal a peptidjeinknél figyelheté meg, melyekben prolin is talalhato.

A hisztidint is tartalmazo peptiddel (HS) végzett CD vizsgalatok soran a pH
novelésével csupan egyetlen spektroszkopiailag érzékelhetd valtozast tapasztaltunk. Mivel
ez pH = 6-7 tartomanyban jatszodik le, ezért a végbemend konformacid valtozasért
valdszintileg a His imidazol oldallancanak deprotonalodasa a felelds. Az Asp karboxil- és a
Cys tiolcsoportjainak protonvesztése érdekes modon nem okoz érzékelheté valtozast a

molekula szerkezetében (5.1.4.2. dbra).
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5.1.4.2 abra: A HS ligandum kiilonb6z6 pH-értékeknél mért SRCD spektrumai
(€= 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 0,1mm, T = 298 K)
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5.2. A ligandumok Zn**-, és Cd**-ionok komplexeinek vizsgalata

A Zn*- és Cd**-tartalma rendszerekben lejatszodd komplexképzddési, illetve

egyensulyi folyamatokat UV-, NMR-, (SR)CD- és PAC spektroszkdpiai mérések és pH-

potenciometrids titralasok segitségével kovettiik.

5.2.1. A hisztidint nem tartalmazé ligandumok Zn**-, és Cd**-komplexei

5.2.1.1. Az ekvimoldris Zn**-, és Cd**-ionokat tartalmazé rendszerek vizsgalata

A pH-metrids adatok kiértékelése soran szamolt bruttd stabilitasi allandokat és

néhany szarmaztatott értéket az 5.2.1.1.1. tabldazat foglalja 0ssze, amelyre a késébbiekben

tobbszor is hivatkozni fogok.

MoHqL, PP PS EC HS

l9s PKs l9s PKs l9s PKs lgs pKs
ZnHL  15,19(8) 539 14,95(8) 502 | 1539(14) 4,67 | 1658(2) 5,95
ZnL 9,80(2) 9,53 9,93(2) 9,11 | 10,56(4) 9,61 |10,63(2) 8,65
ZnH_L  027(4) - 082(4) 1050| - ~ 1,983 -
ZnH_L - — -9,68(4) - — — _ _
ZnHL,  229809) 841 230(1) 828 |2377(12) 895 |2374(7) 872
znL, 1457(6) - 1472(7) — | 14.82@8) - |1502(7) -
ZnH L, _ - ~ |1516(21) 989 - -
ZnH,L, - - - ~ | 52714 - | - -
CdHL 16,31(3) 4,71 16,33(3) 4,72 | 16,90(9) 6,46 | 18,24(3) 6,46
cdL 11,60(2) 11,47 11,61(2) 11,17 | 1224(4) — |11,78(4) 10,36
CdH_L 013(4) - 044(4) - - — | 142) -
CdHL,  252(1) 741 252(2) 7,45 |2588(13) 8,26 |2623(8) 8,00
cdL, 17,816) - 17,70(8) — | 17.62(9) - |1823(7) -
Cd,H_L, - — - - 117,93(23) - - -

5.2.1.1.1. tablazat: A ligandumok Zn*-, és Cd**-komplexeinek stabilitasi 4llandéi (Igf) és az ebbél
szarmaztatott értekek (az utolso tizedesjegyre vonatkozo becsiilt hibak zargjelben)
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A fémiont tartalmaz6 rendszerek targyalasakor az eredményeket €s azok értékelését a
nativ PP peptiden mutatom be, a jobb attekinthetéség érdekében. A Zn?*-PP és Cd**-PP
rendszerek titralasi gorbéi az F12. abrdn lathatok. A meghatarozott képzodési allandok
ismeretében a kisérleti koriilményeknek megfeleld koncentraciora (1,0x10° M) eloszlasi
diagramokat szamoltunk. 1:1 fémion:ligandum arany esetén egyszerii részecske-eloszlasi
modellt kaptunk. Zn?*-ionok jelenlétében az elsé protonalt monokomplex pH ~ 4 felett
jelenik meg. Mivel a ligandum pK; értékei (5.1.2.1. tabldzat) azt mutatjak, hogy a szabad
ligandum titralasa sordn az Asp karboxilcsoportok deprotonalodasa is a pH ~ 3-5
tartomanyban torténik, ezért pusztan ezen eredmények alapjan nem allapithatdo meg, hogy a
karboxilcsoportok valamelyike részt vesz-e a fémion megkotésében. A ZnHL részecske

deprotonalodasaval kialakuld ZnL torzskomplex jelenléte pH ~ 6-9 kozott dominans

— ZnL; pKs = 4,5-6,0 kozott az Osszes vizsgalt peptidre) tobb nagysagrenddel kisebb, mint a
szabad ligandumokban talalhaté Cys tiolcsoportok deprotonalodasahoz rendelhetd pKs
értékek (5.1.2.1. tablazat).

100 - o

% Zn2*

5.2.1.1.1. abra: A Zn?*- és Cd**-PP 1:1 fémion ligandum arany( rendszerek eloszlasi diagramjai
(c,, =1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A Cd*-iont és PP ligandumot 1:1 ardnyban tartalmaz6 rendszerben a
komplexképzddési folyamatok pH ~ 3,5-t61 indulnak el (5.2.1.1.1. dbra). A CdL komplex
kialakulasahoz rendelhet6 allando értéke (pKs = 4,71) szintén tobb nagysagrenddel
alacsonyabb a szabad PP tiolcsoportjainak deprotonalodasanal (5.1.2.1. tablazat), amely

A komplexképzddést kisér6 S —fémion toltésatviteli savok megjelenésével
kovetkeztethetlink a Cys tiolcsoportok koordindcidjara, amely UV spektroszkopiai
mérésekkel nyomonkévethetd (F17. abra). A PP ligandum S —Zn*/Cd*" tsltésatviteli
savjan (4 = 230/250 nm [120]) a pH = 4-7 tartomanyban abszorbancia-ndvekedést lathatunk
(5.2.1.1.2. abra).
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5.2.1.1.2. abra: Zn**-PP (bal) és a Cd**-PP (jobb) 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek A vs. pH gorbéje
osszehasonlitva a szabad ligandummal. ®: Szabad PP, m: Zn**/Cd**-PP 1:1,
(CPP =1,0x10* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

Ez a jelenség a szabad ligandum tiolcsoportjainak deprotondlodédsa soran csak pH >
7-t6l figyelhetd meg. A potenciometrias és UV spektroszkopiai eredmények alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az MHL részecskékben az egyik tiolcsoport kotédik a
fémionokhoz, mig a masik még protonalt allapotban van. A pH tovabbi novelésével ML
torzskomplex valik uralkodéva (pH ~ 6-10), amelyben minden valdszinliség szerint a
ligandum mindkét tiolcsoportja koordinalodik a fémionokhoz. Fontos megjegyezni, hogy a
komplexképzédés Cd**-ionok jelenlétében koriilbeliil egy pH egységgel alacsonyabban
kezdddik, mint Zn?*-ionok esetén, ami a Cd**-ionok tiolcsoportokhoz valé nagyobb
affinitdsaval magyarazhato.

Bazikus korilmények kozott a torzskomplexek deprotonalodasat minden esetben
abszorbancia-novekedés kiséri (5.2.1.1.2. dbra). A ligandumban az emlitettek mellett nincs
tobb potencidlis donorcsoport, ugyanis a terminalisan védett peptidekre nem jellemzd a
fémion-indukalt amidcsoport koordindlodas [103, 104, 117-120]. Ezek alapjan egy
koordinalt vizmolekula deprotonalddasa torténhet meg (ML — MH-1L), amit kovetden az
uralkodo részecske M(OH)L hidroxo-vegyeskomplex. Ez a folyamat a Zn?*-komplexekben a
Cd**-komplexekhez képest kisebb pH-n jatszodik le, melynek oka a Zn?*-ionok er8sebb
Lewis sav karakterében keresendd. A hidrolizist kovetd eltérd spektralis valtozasbol
valosziniisithetd, hogy a hidroxid-koordinacié mig a Zn®*-ionok koordinacios kérnyezetében
szignifikans atrendez8dést eredményez, addig a Cd**-komplexek szerkezetére gyakorolt
hatasa csekély.

A PS peptid a fentiekhez hasonld koordinacios tulajdonsagokat mutatott (F15. és
F18. dabrdk). Az EC peptid esetén azonban a lugos tartomanyban a titralasi gorbéket nem

tudtuk megilleszteni MH_ L komplex feltételezésével. Ezért egy MpH 1L, dimer részecske
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jelenlétét feltételeztiik (F26-F28. abrak). A dimer részecske létezését azonban sem az UV-,
sem a CD spektroszkopiai eredményekbdl nem tudtuk megerdsiteni.

Tovabba az is nehézséget okoz, hogy az EC peptid NMR spektrumain a jelek fémion jelen-,
¢és tavollétében a pH novelésével egyarant kiszélesednek, igy a csticsok azonositasa nehéz
(F36-F37. abrdk).

Ligandumaink fémkomplexeinek stabilitasat érdemes Osszehasonlitani mas, két
ciszteint tartalmazo peptidek komplexeivel, melyeket az 5.2.1.1.2. tdbldzatba gytjtottiink
ossze. A hosszabb lanct, 10-, és 13-tagh peptideket vizsgalva Zn®*-, illetve Cd**-ionok
jelenlétében csak monokomplexcket detektaltak. A biszkomplexeinek hidnya azzal
magyarazhatd, hogy a masodik ligandum koordindlodasa a fémionhoz sztérikusan gatolt,
valamint a peptidek esetleges pozitiv/negativ oldallancainak elektrosztatikus taszitasa is
okozhatja azt, hogy csak ML részecskék alakulnak ki. A 10-tagu peptidek két-, illetve harom
hisztidint is tartalmaznak, melyek szintén részt vehetnek a fémion koordinacidjaban. Ez a
hatas az AccEEGCCHGHHE—-NH; oligopeptidben a legjelentdsebb, ahol a harom hisztidin
jelenléte a legmagasabb stabilitasi értéket eredményezi mindkét fémion esetén. Erdekesség
azonban, hogy ezekben a peptidekben Asp karboxilcsoport koordinaciojat kizartak, addig az
oldallanci karboxilcsoportok az altalunk vizsgalt komplexekben részt vehetnek a
fémionkotésben.

A PS ¢és PP ligandumok csak egy aminosavban kiilonboznek egymastol. Ennek
megfelelden komplexeik stabilitasi allanddi is nagy hasonlosdgot mutatnak. A PS prolinjat
hisztidinre cserélve azonban kismértékli novekedést lathatunk a lgf értékekben, amit az
elozéekhez hasonloan His egység extra stabilizald hatasa okozhatja. Hasonlo stabilitas-
novekedést az EC peptidben egy tovabbi aszparaginsav koordindcidban vald részvétele
jelentheti.

A His-t nem tartalmazé monokomplexek stabilitasi allandoinak Osszehasonlitasat
kdvetden nagyon hasonld a IgK ~ 11,6-11,8 kortili érték, kivéve a harom 10-tag, hisztidin
aminosavakat is tartalmazo peptidet. Kiilonésen kiemelked6 azonban az Ac-
EEGCCHGHHE-NH; peptidre meghatarozott stabilitdsi allandd, amely ligandumban a
tiolcsoportok bdzicitdsa is a legnagyobb. A hisztidint nem tartalmazé ligandumok Cd*-
komplexeivel szembeni jelentds extra stabilitds a tiolcsoportok bazicitdsan tul minden
bizonnyal a ciszteinek peptidlancbeli elhelyezkedésének (CC szekvencia) és a hisztidineknek
koszonhetd. A szerzOk ezt a lehetéséget nem emlitik munkajukban, azonban joggal
feltételezhetjiik, hogy a harom peptidben nem csak a tiolatcsoportok szolgalnak

donorcsoportként a fémion megkotésében.
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6v

5.2.1.1.2. tablazat: Az altalunk vizsgalt peptidek Zn*'Cd*-

komplexeinek képzddési allandoi 6sszehasonlitva két ciszteint tartalmazo Zn*"'Cd*- komplexeinek allandoival

Ligandum l9fznL l9fznL, lgfcaL l9BcaL, Hivatkozas
Ac-CC-NH, - 17,63 - 20,71 [109]
Ac-CGC-NH; - 18,81 - 22,30 [104]
Ac-CPCP-NH, - 18,81 11,82 21,26 [104]
Ac-GSCCHTGNHD-NH, 11,75 — 14,26 - [109]
Ac-EEGCCHGHHE-NH, 13,15 — 15,83 - [109]
Ac-CCSTSDSHHQ-NH; 10,90 — 13,66 - [109]
. 19fzm=20,11 o 19BcanL= 22,24
Ac-GCASCDNARAAKK-NH; lgK 2011 =9,21 IgKcgrL=11,76 [108]
pKyys = 10,90 pKyys = 10,48
Ac-SCPGDQGSDCPI-NH, (PP) 9,79 14,57 11,60 17,81 Jelen munka
Ac-SCPGDQGSDCSI-NH; (PS) 9,93 14,72 11,61 17,70 Jelen munka
Ac-SCHGDQGSDCSI-NH; (HS) 10,54 14,77 11,78 18,23 Jelen munka
Ac-ACPGDDSADCPI-NH; (EC) 10,56 14,82 12,24 17,62 Jelen munka

a —_
19K znHucanL = 198znmHucane — PKiys



Komplexeinket *H NMR spektroszkopiaval is vizsgaltuk, hogy a koordinalodé
donorcsoportok azonositasan tal, a ligandum szerkezeti és dinamikai sajatsagair6l is kapjunk
informaciot. A fémiont is tartalmazé rendszerek vizsgalata soran pH-fiiggd sorozatokat

vettiink fel 1:1 fémion:ligandum arany mellett (5.2.1.1.3. dbra).
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5.2.1.1.3. abra: A Zn”*-PP (fent) és a Cd**-PP (lent) 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek
pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az alifis hidrogének tartomanyaban
(CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | =0,1 M NaClO,, T = 298 K)
Az ekvimolaris 9sszetétell rendszerben pH = 3,5-5 tartomanyban az Asp CgH, jelek
a szabad ligandumnal tapasztaltakhoz hasonloan eltolédnak a nagyobb terek iranyaba (FO.
abra), tehat elmondhatd, hogy a karboxilcsoportok koordinacioban vald részvétele nem

jelentds. pH ~ 5 felett a jelek mindkét fémion esetén kissé kiszélesedtek, ami az eddigi
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eredményekkel Osszhangban a komplexképzddés megindulasat jelzi. Ekkor a rendszerben
ugyanis tobbféle részecske is jelen van (lasd 5.2.1.1.1. dbra), melyek kozott az NMR
idéskalajahoz képest (ms—s) kozepes sebességii csere jatszodik le. Erdemes megfigyelni,
hogy a spektrumon pH > 7.5 jelentés valtozas nem tapasztalhat. Ez szintén Gsszhangban
van az eloszlasi diagrammal (5.2.1.1.1. dbra) és az A vs. pH gorbével (5.2.1.1.2. dbra)
miszerint egyetlen dominans részecske van jelen az oldatban.

Ha pH ~ 7,5-nél 6sszevetjiik a monokomplexekhez tartoz6 spektrumokat a szabad
ligandum azonos spektrumrészletével, szembetlind, hogy az izoleucin egységhez tartozo
protonok rezonanciai alacsonyabb ppm értékek felé tolodtak, ami egyértelmi jele, hogy ezen
a pH-n az 6sszes ligandum kotott allapotban van. Tovabba a Zn**-ionok Jelenlétében a CgH>

jelek kevésbé szélesedtek ki, mint a Cd**-komplexek esetén (5.2.1.1.3. dbra).
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5.2.1.1.3. abra: A Zn**-, és Cd**-PP 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerben mért "H NMR spektrumok
részlete az alifas hidrogének tartomanyaban (cPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,,
pH ~7,5, T = 298 K)

A CdL és ZnL komplex spektrumain tapasztalt eltéré vonalszélesedés a ligandum
konformacids izomerjei kdzotti cseresebesség kiilonbségét mutatja. A Cd**-komplexben ez a
csere lassabb, mint a Zn?*-komplexben. A Cys és Asp CgH2 rezonancidkat a szabad
ligandummal 6sszevetve kémiai eltolodasukban kiilonbség tapasztalhato.

A potenciametriai és UV mérésekkel jo egyezésben az 'H NMR is megerbsitette a
Cys-tiolatok kotddését az ML komplexekben, tovabba az Asp CgH jeleinek szabad
ligandumtol valo eltéréséb6l pH ~ 7,5 felett karboxilcsoportok koordinacioja is
feltételezhetd. A PS peptid esetén hasonld spektralis valtozasokat tapasztaltunk (F32-F33.
abrak).
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A ligandumok fémionok hatasara bekovetkez6 konformacio-valtozasat a ZnL, illetve
CdL torzskomplexek kialakuldsa soran (SR)CD spektroszkdpiaval kovettik. Az 5.2.1.1.4.
abran szaggatott vonallal jeloltem a szabad PP pH = 10,3-nal mért spektrumat, ahol az ML
torzskomplexekhez hasonléan a peptid minden potencidlis donorcsoportja deprotonalt
formaban van.

Ehhez hasonlitva a ZnL és CdL komplexek spektrumain szignifikans eltérést
tapasztaltunk. A két komplex spektrumat egymashoz hasonlitva kismértékii kiilonbség
figyelhetd meg a A ~ 195-200 nm tartomanyban mért ellipticitdisokon, azonban
Osszességeben mindkét komplexben nagyon hasonld konformacio-eloszlasrol beszélhetiink

(5.2.1.1.4. Gbra).
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5.2.1.1.4. abra: Az CdL illetve ZnL komplexek képz6dési maximumanal felvett CD spektrumok
Osszehasonlitasa a szabad ligandum spektrumaval (cF>P =1,0x10"* M, 1=0,1 M NaClOy4, | =1 mm, T =298 K)

5.2.1.2. A PP ligandumot feleslegben tartalmazo rendszerek vizsgalata

Annak eldontésére, hogy a Zn**-, és Cd**-ionokhoz két ligandum kotédésére van-e
lehetdség, ligandumfelesleg mellett is végeztiink potenciometrias titraldsokat. Mig savas
koriilmények kozott (pH < 7) az egy ekvivalens fémiont tartalmazo rendszerhez hasonlitott a
részecskék eloszlasa (5.2.1.2.1. abra), addig semleges és ligos pH tartomanyban tovabbi
komplexek feltételezésére volt sziikség a titralasi gorbék illesztéséhez. A pH-potenciometrias
adatok kiértékelése sordn szamolt bruttd stabilitdsi allandokat €s néhany szarmaztatott
értéket az 5.2.1.1.1. tdblazat foglalja dssze.

A Zn*-PP 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszerben a pH ~ 6,5-nél uralkod6 ZnL
részecske kialakuldsat kovetden egy ijabb ligandum koordinéacidjaval a ZnHL, Osszetételti
protonalt biszkomplex képzddését figyelhetjik meg. Ez a pH tovabbi novelésével

deprotonalddik, és a rendszerben megjelenik a ZnL; részecske (5.2.1.2.1. dbra).
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5.2.1.2.1. abra: A Zn*" és Cd**-PP 0,5:1 fémion: ligandum arényi rendszerek eloszlasi diagramjai
(€, = 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A reakcio pKs = 8,41 értékkel jellemezhetd, ami kozel all a szabad ligandumban
talalhato tiolcsoportok pKs értékeihez (5.1.2.1. tablazat).

Ligandumfelesleg mellett Cd®*-ionok jelenlétében a CdHL, részecske képzédése mar
pH = 5-t6] megkezdddik, majd deprotonalodasaval a CdL, térzskomplex valik uralkodova
(5.2.1.2.1. abra). Az atalakulas pKs = 7,41 értékkel jellemezhetd, ami egy pH egységgel
alacsonyabb a szabad ligandumban talalhato tiolcsoportok pKs értékeinél (5.1.2.1. tabldzat).
Azt, hogy maésodik ligandum mindkét tiolatcsoportja koordinalodik-e a Zn?*-ionhoz, vagy
csak egy nem kotédo tiolcsoport deprotonalddasa jatszodik le pH = 7-10 kozott, pH-metrias
adatok alapjan nem allapithatd meg egyértelmiien, azonban a CdL, komplexben a masodik
ligandum mindkét tiolcsoportja részt vehet a koordinacioban.

A ZnL; és CdL; komplexek stabilitasa kozotti kiilonbség szintén Cd?*-ionok szoftabb
karakterében keresend6 (5.2.1.1.2. tablazat). Azonban a biszkomplexek stabilitasat (illetve a
masodik ligandum kotédéséhez rendelhet6 allandokat) a monokomplexekkel 6sszehasonlitva
mindkét esetben megfigyeltiik, hogy az ML, komplexek kialakulasat jellemz6 IgK, érték
(IgK, = IgBmL, — IgBmL) t6bb nagysagrenddel kisebb (Zn2+-jelenlétében lgK, = 4,80 illetve
Cd**-jelenlétében IgK, = 6,21), mint az ML komplex stabilitasi allanddja (5.2.1.1.1.
tablazat). A legegyszerlibb két ciszteint tartalmazo rovid peptidek, mint az Ac—CC—NHj;
Ac-CGC-NH; illetve az Ac—CPCP-NH; méretiikbdl adddoan foként biszkomplexeket
képeznek a Zn®*-, és Cd**-ionokkal. Altalanosan elmondhato, hogy mig a kisméretfi, di-, tri-,
és tetrapeptidek nagy stabilitisa ML, {4xS} tipusa komplexeket képeznek zZn*-, és Cd**-
ionokal, addig az altalunk vizsgalt dodekapeptideknél a biszkomplexek képzddése nem
kedvezményezett a fellépd sztérikus okok/elektrosztatikus taszitas miatt.

Mig a Cd**-ionokat tartalmazo rendszerekben a biszkomplexek bazikus koriilmények
kozott is stabilisak, addig a ZnL, részecske a pH novelésének hatasara hidrolizal ZnH ;L

monokomplexet (ZnL részecskéhez koordinalt viz deprotonalodasaval képzodd komplex,
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lasd 5.2.1.1 fejezet) és szabad ligandumot eredményezve (lasd 5.2.1.2.1. dbra). Ennek
hajtoereje az lehet, hogy lugos koriilmények kozott a hidroxid-ionok nagy koncentracidja
hatasara a hidrolizis-részecske képzodése kedvezményezettebb a masodik ligandum
tiolcsoportjainak bekotodéséhez képest.

Ligandumfelesleg jelenlétben is végeztink UV spektroszkopiai méréseket, hogy

kovethessiik a tiolcsoportok fémion-koordinacioban valo részvételét (5.2.1.2.2. abra).

i A
1,3 1 e ® 038 A A
A
° N AA A
1,1 4 R 0,6 1 A
[ [
209 - N 2 LI T B
o~ n ] N047 L] A L4
< < [ . N °
0.7 4 [ A e N
, R LI
H o, ° 0,2 A A )
0,5
m, B :‘.‘ o ® y K o*
0,3 \. \. \. \. T T T T 1 0,0’H. e \.. .\ T T T 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH

5.2.1.2.2. abra: A kiilonb6z6 fémion: ligandum aranya rendszerek Zn®*-PP (bal) és a Cd**-PP (jobb) A vs. pH
gorbéi dsszehasonlitva a szabad ligandummal. ®: Szabad PP, A: Zn®*/Cd**-PP 0,5:1, m: Zn**/Cd*"-PP 1:1
(C,p = 1,0x10* M, 1=0,1 M NaCIO,, | = 10 mm, T = 298 K)

A Zn**-PP rendszerben a tiolat-fémion tSltésatviteli savokat vizsgalva az
abszorbancia-valtozas jol koveti a ZnHL és ZnL részecskék kialakulasat. Az abszorbancia-
novekedés liteme ellentétben az ekvimolaris Osszetételi mintaval, csak egy szlik pH
tartomanyban, a ZnL komplexek képzddési maximuma kornyékén lassul le. pH ~ 7 felett —
parhuzamosan a szabad ligandumnal tapasztalt valtozassal — az abszorbancia ismét nd, ami
tovabbi tiolat-koordindciét jelez. Azonban fontos megjegyezni, hogy ugyan a

potenciometrias mérési korilmények kozott (c,, = 1,0x10° M) szamolt eloszlasi

diagramokon pH = 9 koriil a fémionok tobb mint 60%-a ZnHL,/ZnL, komplexben van
(5.2.1.2.1. dbra), addig az UV mérési koriilmények mellett (c,, = 1,0x10* M) a

biszkomplexek mennyisége joval csekélyebb (F20. dbra). Tovabba ebben a pH
is elindult, ami tovabb neheziti a ZnL, részecske 1étezésének bizonyitasat.

A Cd**-PP 0,5:1 rendszerben az abszorbancia-valtozas a semleges pH kornyékéig
(5.2.1.2.2. abra) 6sszhangban van a monokomplexek képzddésével (5.2.1.2.1. dbra). Egy
keskeny platé utan (pH ~ 6-7,2 kdzott) ujabb intenziv abszorbancia emelkedés figyelhetd
meg, amely a szabad ligandumhoz képest kozel egy pH-egységgel kisebb pH-n
tapasztalhatd. Ez a potenciometrias eredményekkel egyiitt, egyértelmiien igazolja a

biszkomplexek képzddéseét.
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A két lépcsében megfigyelt abszorbancia valtozas mértéke kozel azonos, ami
alatamasztja, hogy CdL, komplexben {4xS } tipust koordinaciés kornyezetet alakit ki a két
ligandum a Cd®*-ion kériil. Négy tiolatcsoport koordinacidjat mar semleges pH-n is
tapasztaltdk rovid, két Cys tartalmu peptidekben, azonban ott a ciszteineket csak egy
aminosav vélasztotta el egymastol [104]. Tovabba a Cd**-PC2 komplexekben is {4xS}
tipusu kotodést figyelték meg[91].

'H NMR-rel a potencidlis donorcsoportokhoz (Cys, Asp) tartozo CgH, rezonancidk
valtozasa révén informaciot nyujt az ML, komplex szerkezetérdl, valamint a komplexekben
1évé PP ligandum dinamikai sajatsagardl is. A Zn**-PP 0,5:1 aranya rendszerben a fent
emlitettek mellett érdemes megfigyelni az izoleucinhoz tartozo jelcsoportok (5.2.1.2.3. dbra)
¢és koziilik féként a C,H, rezonancidinak valtozasat (o) is, melyek alacsony pH-n
ugyanolyan kémiai eltolodas értékeknél jelennek meg (6 = 1,51 ppm), mint a szabad
ligandum hasonl6 pH-ji spektrumain (5.2.1.1.3. dbra).
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5.2.1.2.3. abra: A Zn**-PP 0,5:1 fémion:ligandum aranyi rendszerek pH-fiiggé *H NMR spektrumainak
részlete az alifas hidrogének tartomanyaban
(€= 1,3x107* M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

Ez j6 Osszhangban van az pH-potenciometrias eredményekkel, ugyanis pH = 5-ig
ligandumfelesleg mellett is csak monokomplexek képzédnek (5.2.1.2.1. dbra). pH = 6 felett
azonban a szabad ligandumra jellemz6 cstcs mellett egy masik jel is megfigyelhetd o = 1,45
ppm értéknél (¢), amely nagyon hasonl6 az 1:1 aranya rendszerben tapasztaltakhoz
(5.2.1.1.3. abra). A sztdchiometriai aranynak megfeleléen a ZnL &sszetételi komplex 100%-
os jelenléte esetén két, egymassal kozel azonos intenzitasi cstucsot kellene latnunk (Zn**-
ionhoz kotott ligandum, valamint a szabad PP izoleucinjanak megfeleld jele), amennyiben a
kotott és a szabad ligandum forma kozott lasst csere megy végbe. Abban az esetben pedig,

ha gyors csere jatszodik le, a két jel atlaganak kellene a "H-NMR spektrumokon
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megjelennie. Ezzel szemben a pH-t novelve a szabad ligandumhoz hasonlé jel (6 = 1,51
ppm) intenzitasa csokken, ami egy ujabb ligandum-fogyaszto folyamatot jelez.

Ez megerdsiti azt a feltételezést, hogy ligandumfelesleg esetén biszkomplexek is
képzbddnek, ami az eloszlasi diagramok alapjan pH ~ 6 felett torténik meg. A biszkomplexek
képzddésével parhuzamosan a CgH, jelek kiszélesedése jelentdsebb, dsszehasonlitva az 1:1
aranyt rendszerrel. Mivel pH = 6 felett tobb részecske is egyidében van jelen (a ZnL mellett
szabad PP, majd ZnHL,, ZnL, valamint magasabb pH-n ZnH ;L (5.2.1.2.1. dbra)), ezen
részecskék kozotti ligandum-cseresebesség lassuldsa okozhatja a vonalszélesedést. Ezt jol

szemlélteti a pH ~ 9-nél mért spektrumok 6sszehasonlitasa is (5.2.1.2.4. dbra).

MCys CpHz
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5.2.1.2.4. abra: A Zn**-PP rendszerben felvett *H NMR spektrumok részlete alifas hidrogének tartomanyaban
Kék: szabad PP, Zsld: Zn®*-PP 0,5:1, Piros: Zn**-PP 1:1
(CPP =1,3x10" M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH ~ 9,0, T = 298 K
Cd**-ionok jelenlétében a PP ligandumot kétszeres mennyiségben alkalmazva a
spektrumok erdsen savas pH-tol koriilbeliil pH = 6-ig nagyon hasonldéak ahhoz, amit 1:1
(fémion-ligandum) aranynal tapasztaltaltunk (5.2.1.2.5. abra).
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5.2.1.2.5. dbra: A Cd**-PP = 0,5:1 fémion ligandum arényu rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak
részlete az alifas hidrogének tartomanyaban
(€., = 1,3x107° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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Az egyik, ciszteinhez rendelhetd csucs pH ~ 6-ra az alacsonyabb terek iranyaba tolodik (&=
3,15 ppm;0). Ez nagyon hasonlé ahhoz, amit az egy ekvivalens Cd**-iont tartalmazé
rendszernél figyeltiink meg (5.2.1.1.3. dbra). Azonban az 1:1 arany spektrumsorozattal
ellentétben a pH tovabbi novelésével ez a cstcs fokozatosan eltlinik, illetve ezzel
parhuzamosan a § = 2,6-2,5 ppm kozott egy széles sav jelenik meg (#). Ez a CgH, jel a
szabad ligandum, és az ekvimolaris rendszer Cys, illetve Asp CgH, rezonancidihoz képest is
kisebb kémiai eltolodast, ami egy 0j kémiai kérnyezetben 1évé ligandumra utal. Ez az
eloszlasi diagram (5.2.1.2.1. dbra) és az UV-mérések (5.2.1.2.2. dbra) alapjan is a semleges
pH felett képz6dd biszkomplex lehet. Az 10) részecske megjelenése még egyértelmiibb a
bazikus korilmények mellett mért spektrumon (5.2.1.2.6. dbra), ahol a koordinalodo

donorcsoportot nem tartalmazé aminosavakhoz tartozo rezonanciak is jobban feloldottak,
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5.2.1.2.6. abra: A Cd*-PP rendszerben felvett '"H NMR spektrumok részlete az alifas hidrogének
tartoméanyéaban. Kék: szabad PP, Zéld: Cd**-PP 0,5:1, Piros: Cd*"-PP 1:1
(CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | =0,1 M NaClO,, pH ~ 9,0, T = 298 K)

A PS ligandummal hasonl6 folyamatok lejatszodasat tapasztaltuk. Savas
koriilmények kozott (pH < 6) elsésorban monokomplexek (ZnHL, ZnL valamint CdHL és
CdL), mig lagos kozegben biszkomplexek (ZnHL,, ZnL, valamint CdHL,, és CdL,)
képzdédnek (F21., F24. és F35. abrak). A PP peptidhez hasonléan a PS ligandummal is
ligandumma. Az EC peptiddel azonban az ekvimolaris rendszerhez hasonldan, lugos
korlilmények kozott szintén egy MoH_1L, Osszetételli részecske képzddését kellett
feltételezniink a rendszer leirasahoz (F29. dbra). Az EC ligandumfelesleg mellett felvett UV
spektrumok nagyon hasonloak voltak a PP peptidnél tapasztaltakhoz (F30-F31. dbra). Az
NMR spektrumok a jelentds vonalszélesedés miatt tovabbi informacioval nem szolgaltak

(F38-F39. dbra).
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5.2.2. A hisztidint is tartalmazé HS ligandum Zn®*- és Cd**-komplexei

A PS peptidbe egy hisztidint beépitve olyan ligandum allithat6 elé, amely jo
modellvegyiilete lehet a kétértékli fémionok érzékelésében fontos szerepet jatszo
transzkripcids fehérjéknek (pl.: ZntR). Ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a
hisztidintartalma HS peptid fémkomplexeiben milyen szerkezeti, illetve stabilitasi

eltéréseket okoz az imidazolcsoport jelenléte.
5.2.2.1. Az ekvimolaris Zn2+-, és Cd**-iont tartalmazé rendszerek vizsgalata

Egy ekvivalens fémion jelenlétében jelen esetben is a monokomplexek dominalnak
(5.2.2.1.1. dbra). Az eloszlasi diagramon megfigyelhetd elsé uralkod6 részecskék a CdHL,
illetve ZnHL, amelyekben a HS két aszparaginsava mellett tovabbi két csoport

deprotonalddott.

100

pH pH
5.2.2.1.1. abra: A Zn**- és Cd**-HS 1:1 fémion-ligandum arényi rendszerek eloszlasi diagramjai
(€= 1,0x107° M, I =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A protonalt monokomplexekben a Cys tiolcsoportok részvételét a koordinacioban az UV
spektrumokon, a tiolat — fémion toltésatviteli sav megjelenésével tudjuk nyomon kovetni
(F19. dbra). Amint az 5.2.2.1.2. dbra mutatja, a ciszteinek egy Iépésben torténd
deprotondlodasa Cd**-ionok jelenlétében pH ~ 6-ra, mig Zn**-ionok jelenlétében ennél tobb

mint fél pH egységgel magasabbra teheto.
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5.2.2.1.2. dbra: Zn?*-HS (bal) és a Cd**-HS (jobb) 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek A vs. pH gorbéje
osszehasonlitva a szabad ligandummal. ®: Szabad HS, m: Zn?*/Cd**-HS 1:1 (cHS =1,0x10* M, 1=0,1 M
NaClOy4, | =10 mm, T= 298 K)
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Az UV spektroszkopias vizsgalatok eredményeit az eloszlasi diagramokkal (F16.
abra) 6sszevetve elmondhatjuk, hogy a CdHL komplexben a HS ligandum feltehetdleg
{2xS 2xCOO } tipusti koordinaciot alakit ki, a Cys tiolatcsoportok és Asp
karboxilatcsoportok részvételével. Ekvimolaris rendszerben Dorcak és munkatarsai hasonld
tipusti koordinaciot javasoltak Cd**-PC2 komplexekre (lasd 3.4.3. fejezet) [91]. A ZnHL
komplexben a pH-metrias és UV adatok alapjan nem lehet egyértelmiien megallapitani, hogy
két tiolat vagy egy tiolat- és egy His imidazolcsoportja vesz-e részt a koordinacidban.

A pH novelésével Gjabb deprotondlodasi folyamat jatszodik le, ami a hisztidint nem
tartalmazd rendszerekhez hasonléan, a CdL és ZnL torzskomplexek képzddéséhez
rendelhetd, melyben a ligandum 6sszes disszociabilis protonjat elveszitette. A CdHL — CdL

és ZnHL — ZnL folyamatokat jellemz6 pKs értékek (pK, ., = 5,95 és pK_,, = 6,46) is

jelentdsen alacsonyabbak a szabad ligandum Cys alegységeinek pK; értékeinél (5.1.2.1.
tabldzat), azonban a Cd**-komplexhez tartozé allando kozel esik a szabad ligandum His pKs
értékéhez (pKs = 6,53). Ez azt sugallhatja, hogy mig a Zn**-ionok jelenlétében a His
imidazolcsoport a fémionhoz mar a ZnHL részecskében is koordinalhat, addig Cd?**-ionok
esetén ez csak késdbb kovetkezik be. Az UV eredmények alapjan azonban a Cys alegységek
tiolatcsoportjainak koordinacidja a ZnL és a CdL részecskékben is bizonyitott.

A Cd**-HS komplex A vs. pH gorbéje azonban kismértékii abszorbancia-cskkenést
mutat parhuzamosan az eloszlasi diagramon lathaté CdL komplex kialakulasaval, ami a His
imidazolcsoport ~ koordindcidja  altal  indukalt szerkezetvaltozds hatdsa  lehet.
A torzskomplexeket az altalunk vizsgalt hisztidint nem tartalmaz6 peptidek ZnL és CdL
komplexeinek stabilitasaval Osszevetve (5.2.1.1.2. tdbldzat) szembetiind a hisztidin extra
stabilizal6 hatdsa. Mas hisztidintartalmu N-, és C-terminalisan is védett peptidek Cd**-, és
Zn?*-komplexeinek stabilitasatol igaz elmarad, azonban azokban a két cisztein alegység
mellett kettd, illetve harom hisztidin is taldlhato, ami okozhatja a tovabbi stabilitds-
novekedést.

Bazikus koriilmények kozott ujabb deprotonalddas torténik, ami a ZnH-L és CdH-|L
Osszetételi komplexek megjelenéséhez vezet. A ZnL. — ZnH L folyamatot jellemz6
pPKs ~ 8,65 érték mintegy 1,7 logaritmus egységgel kisebb a CdH- L képzddését jellemzo
értéknél, ami elsésorban a Zn?*-ion kisebb ionsugaraval magyarazhato. A koordinalt viz
deprotonalodasa alacsonyabb pH-n kovetkezik be, mint mas, altalunk vizsgalt, de hisztidint
nem tartalmazo6 peptidek Zn”*-, és Cd**-hidroxo-komplexeiben. Az altalunk javasolt {2xS~
,Nim,H20/OH"} tipust koordinaciot feltételeznek a 16 maj alkohol-dehidrogenaz enzim aktiv

centrumaban is, ahol a fémionhoz kotott H,O molekula deprotonaldédasdhoz rendelhetd
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allandd az Zn?*-tartalma nativ fehérjében pKs = 9,2 [121], a Cd**-tartalmara pedig pKs =
11,0 [122]. Ezekhez képest az altalunk vizsgalt Zn?*-HS rendszerben alacsonyabb értéket
kaptunk, ami alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a hisztidin jelenléte a HS peptidben pH = 7
felett jelentésen befolyasolja a fémionok koordinacios szférajat, valamint a komplex
szerkezetét.

Az pH-metrids és UV spektroszkdpiai vizsgalatok eredményeibdl valdsziniisitettiik,
hogy a HS peptid His imidazolcsoportja mar a ZnHL részecskében is kotddik a fémionhoz.
Cd**-ionok jelenlétében azonban erre csak a CdL komplexben keriil sor. Ennek
bizonyitasara, valamint a fémionok a ligandum szerkezetére gyakorolt hatdsanak vizsgalatara
'H NMR méréseket végeztiink. Savas koriilmények kozott (pH < 4) egyik fémion
jelenlétében sem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a szabad ligandum spektrumaihoz képest
(5.1.3.4. abra). A pH novelésével legszembetinébb a jelek jelentds mértékii kiszélesedése
(5.2.2.1.3. dbra). Ezt egyebek mellett okozhatja pl. az egyes kotShelyek kozotti kézepesen
gyors/lassu fémion-csere az NMR idéskaldjahoz viszonyitva, vagy a ligandum konformacio-
valtozasanak lassulasa. Osszhangban az UV-titrdlasok eredményével, a ciszteinek CgH;
jelein tapasztalhato valtozas (kiszélesedés és eltolodas) alapjan, pH = 5 felett mar mindkét

fémion esetén egyértelmiien szdmolhatunk tiolat-koordinacioval.

Zn?* - HS (pH = 5,5)

210Cys CgH 59Asp CgH
priz2 / B2

Cd?* - HS (pH = 5,0)

3His CH *His CgpH 3His CgH,
~

8/ ppm
5.2.2.1.3. abra: A Zn**- és Cd**-HS rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Piros:
Zn*'- és Cd*'-HS 1:1 (¢, = 1,3%107° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaCIO,, T = 298 K)

A His CgHy, valamint CyH és CsoH jelek Cd* -ionok jelenlétében a kiszélesedés
ellenére is hasonldoak a szabad ligandum megfeleld jeleivel. Ezek alapjan a His
imidazolcsoportja, az eddigi vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban, a CdHL képzddésének
tartoméanyaban még nem kotédik a fémionhoz. Ugyanakkor Zn**-ionok esetén a His CgHy,
valamint C,H és CsH rezonanciak is kismértékben eltolodtak a szabad ligandum His

jeleihez képest. Azonban a pH ndvelésével a His imidazolcsoport jelei a szabad ligandum
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jeleivel (5.1.3.3/5.1.3.4. abra) nagyon hasonldan, a magasabb terek irdnyaba tolodnak, ami
azt mutatja, hogy ezen a pH-n a His koordinacio még nem teljes. Valdszinileg a ZnHL
részecskébdl tobbféle izomer lehet jelen, melyekben vagy a két Cys tiolatcsoportja, vagy egy
Cys tiolat-, és egy His imidazolcsoport kotédik a fémionhoz.

Semleges pH-tartomanyban (pH ~ 7,5) a ZnL és CdL torzskomplexek spektrumain a
jelek szélesedése tovabbra is a komplexek kiilonb6zd konformacidi kozott kdzepes
cseresebességre utal. Itt azonban méar mindkét fémion esetén szignifikans eltérés figyelhetd a
szabad ligandumhoz képest az Asp és Cys jelek mellett a His jeleken is (5.2.2.1.4. abra). Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a peptid His imidazolcsoportja a ZnL ¢és CdL
torzskomplexekben is kotédik a fémionhoz {2xS |, Nin, X} koordinacios kornyezet alakitva

ki, ahol az X Asp karboxilcsoportot és/vagy koordinalt vizmolekulat jelenthet.

Zn?* - HS (pH = 7,01)

3His CypH 21%Cys CgH,
3His C4H SHis CgH,
A A
, 7, 7, , , , 4 :
8,0 6 2 6.8 32 2,8 2 2,0
8/ ppm

Cd2* - HS (pH = 7,59)

—r NN

8,0 7,6 7,2 6,8
6/ ppm

5.2.2.1.4. abra: A Zn*- és Cd**-HS rendszerben felvett *H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Piros:
Zn*- és Cd¥'-HS 1:1 (¢, = 1,3%107° M, D,0/H,0 = 10:90 %v/v, | = 0,1 M NaCIO,, T = 298 K)
Egy dan kutatoval (Niels Johann Christensen) torténd egyiittmiikdodés keretében geometriai

optimalizalassal meggy6zddtiink arrdl, hogy ezek a szerkezetek valdban kialakulhatnak

(5.2.2.1.5. abra).

5.2.2.15. abra A {2xS",Njy,, X} koordinacioés kornyezetii CdL komplex geometriai optimalizalassal kapott
lehetséges szerkezetei (T = 298 K, pH = 7,5, X = COO/H,0)
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5.2.2.2. A ligandumfelesleget tartalmazo rendszerek vizsgalata

Biszkomplexek képzddésének lehet6ségét az 5.2.1.2. fejezethez hasonléoan a His-
tartalma HS ligandummal is vizsgaltuk, mivel itt tovabbi potencialis donorcsoport all
rendelkezésiinkre. Zn**-ionok jelenlétében savas/semleges pH-tartomanyban
ligandumfelesleg mellett is a ZnHL ¢és ZnL. monokomplexek dominalnak. Ezzel ellentétben
Cd**-ionok esetén pH = 7 kornyékén a képz6dé biszkomplexek mennyisére mar meghaladja

a monokomplexekét (5.2.2.2.1. abra).

100 Zn2+ 100 -
80 - 80
& 60 - & 60 -
[ b=

N 1 O ]

S 40 | R 40
20 20
0 - 0 -
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3

pH

5.2.2.2.1. abra: A Zn*- és Cd**-HS 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek eloszlasi diagramjai
(€6 = 1,0x10°3 M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)
A Zn?*-, és Cd**-HS komplexben a ligandum — fémion elektronatmenetet jellemzé
toltésatviteli savot vizsgalva pH ~ 5-5,5-t6l az abszorbancia emelkedés a tiolatcsoportok
g p P

kotédését mutatja (F22., F25. dbrdk). Azonban ez mindkét esetben kisebb, mint az 1:1

Osszetételli rendszerben (5.2.2.2.2. dbra), amely a fémionok eltér6 koordinacios
kornyezetére utal.
14 - 06 -
. A 4,
1,2 i 0,5 A
* " E N
1,0 4 s 4 04 . "raagay
A A
o [N 8 N A [ )
Fos - Pau— Los - LAt
n " i
0,6 1 _— Al A 0,2
A A ° A i
074 4 ‘ . 0,1 T o, [ ]
™ A A
plamseitt 00t ofddeee oot
25 35 45 55 65 75 85 95 105 25 35 45 55 65 75 85 95 105
pH pH

5.2.2.2.2. dbra: Zn**-HS (bal) és a Cd**-HS (jobb) kiilonbézé fémion:ligandum ardnyi rendszerek A vs. pH
gdrbéje dsszehasonlitva a szabad ligandummal. ®: Szabad PP, A: Zn**/Cd**-HS 0,5:1, m: Zn?*/Cd**-HS 1:1
(€= 1,0x107* M, I =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

A ZnH,L; és CdH,L; komplexek deprotonaldodasa révén jutunk el a Znl, és CdL;
részecskékhez. Az MHL, — ML, folyamathoz rendelhetd egyensulyi alland6 (pKZnHL2 =
8,72; pKcanr, = 8,00) viszonylag magas, mely alapjan feltételezhetd, hogy a MHL, és
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MHL, részecskékben protonalt tiolcsoportok vannak. A maésodik ligandum kotodését

jellemz6 IgK, = 4,37 (IgKy = 198znL, — 196zn) két nagysagrenddel elmarad a Cd**-ionok
J g g 9hznL, — 19 gysag

jelenlétében szamolt IgK, = 6,45-t61, amely mutatja a CdL, komplex nagyobb stabilitasat,
azonban ezek az értékek mindkét esetben elmaradnak a rovidebb tagszamu peptideknél
tapasztaltaktol (5.2.1.1.2. tdbldzat), melynek oka az 5.2.1.2. fejezetben targyaltakhoz
hasonldan sztérikus okokban és a peptidek elektrosztatikus taszitdsdban keresendd.

Luagos koriilmények kozott az UV gorbéken jabb abszorbancia-névekedést latunk.
A Zn*-iont tartalmazé rendszerben mérhetd abszorbancia az 1:1 fémion: ligandum aranyt
rendszer és a szabad ligandum atlagahoz kozel helyezkedik el. Ez jo egyezést mutat a pH-
potenciometrids eredményekkel, miszerint a ZnL, komplex disszocidl ZnH.;L részecskévé és
szabad ligandumma. Zn?*-ionokat tartalmazé rendszerben az UV-spektroszkopiai mérések
soran alkalmazott 1,0x10™* M-o0s ligandum koncentracié mellett kis mennyiségii
biszkomplex képzoédott (F22. dbra), melynek létezését az atfedd folyamatok és a
torzskomplex korai hidrolizise miatt nehéz fotometrids modszerrel bizonyitani.

Azonban CdL; képzddését kiséré abszorbancia-valtozas mértéke hasonld a semleges
nagy valdszinliséggel ligos koriilmények kozott mind a négy tiolatcsoport koordindl a
fémionhoz. Fontos megemliteniink, hogy a HS két aszparaginsavat is tartalmaz, amelyek
komplexképzddésben valo részvételének megallapitdsdhoz az UV-mérések nem elegenddek.
Tovabba a HS ligandummal képz6ddé biszkomplexekben a monokomplexekhez hasonldéan
fontos szerepe lehet a His imidazolcsoportjdnak is. Ennek alaposabb megismerése érdekében
kétszeres ligandumfelesleg mellett is végeztink "H NMR méréseket.

A Zn**-ionok jelenlétében pH = 4,4-nél mért NMR spektrumok nagy hasonlosagot
mutatnak az 1:1 fémion:ligandum aranyt rendszer €s a szabad ligandum spektrumaval is.
Ezek alapjan ligandumfelesleg mellett sem kotédnek a Zn®*-ionok a HS ligandumhoz. A pH-
t névelve azonban fémion jelenlétében a jelek kiszélesedését tapasztaltuk, ami 6sszhangban a
pH potenciometrias és UV  spektroszkopiai eredményekkel a Zn?*-HS komplexek
képzodését jelzi (F34. abra).

pH = 7,0-nal kiilonbség figyelheté meg a ligandumfelesleghez tartozo és az 1:1
fémion:ligandum aranya rendszer spektruma kozott (5.2.2.2.3. dbra). A jelek 0,5:1 arany
mellett jelentdsebben kiszélesedtek, melyet az ezen a pH-n jelenlévd eltérd Osszetételi
komplexek (5.2.2.2.1. dbra, ZnL, ZnH,L,) és a szabad ligandum ko6zotti a ligandumcsere
sebességének csokkenése okozhat. A szabad ligandum jelenlétét bizonyitja a o ~ 2,90 ppm

kémiai eltolodasnal lathato, szabad Cys CgH> jelére nagyon hasonlo rezonancia is.
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IO AP, U ) N—
; 3His CgH 210Cys CgH,
*His CuH SZA His Caly <
A A
8,4 8,0 7,6 7,2 6,8 3,4 3,0 2,6 2,2 1,8
5/ ppm

5.2.2.2.3. abra: A Zn®*-HS rendszerben felvett ‘H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Zold: Zn®*-HS
0,5:1, Piros: Zn?*-HS 1:1 (cHS =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 7,0, T = 298 K)

Mig az 1:1 fémion:ligandum aranya rendszernél semleges pH-n egyértelmii a
tiolatcsoportok és az imidazolcsoportok részvétele a fémion kotésben, addig
ligandumfelesleg mellett a jelek kiszélesedése és a rendszer Osszetettsége miatt nehéz
azonositani a ZnH;L, részecskében koordinal6dé donorcsoportokat.

A pH novelésével (pH = 9,4) a jelek tovabbra is szélesek (5.2.2.2.4. dbra), azonban
pH = 7,0-hoz képest a Cys CgH> protonjaihoz rendelhetd jelek szignifikdnsan megvaltoztak.
azonban a pH-potenciometrias és UV spektroszkopiai vizsgalatok eredményei alapjan a
szabad HS Cys tiolcsoportjainak protonvesztése is pH = 7,5-9,5 tartomanyban kovetkezik be
(5.1.2.1. tablazat).

AN JL
Vi
. A
210Cys C,H
P " :
His cslHJ His cszkl SHis Cyit \)L sH,
8,4 8,0 7,6 7,2 6,8 3,4 3,0 2,6 2,2 1,8

&/ppm
5.2.2.2.4. abra: A Zn**-HS rendszerben felvett *"H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Zold: Zn**-HS
0,5:1; Piros: Zn**-HS 1:1 (cHS =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaCIlO,, pH =94, T =298 K)

Tovabba pH = 9,4-nél a monokomplex és az esetleges biszkomplexek hidrolizise
(ZnH_1L részecske és szabad HS képzddése) is megkezdddott. Ezért pusztan a Cys CgH»
jeleinek valtozasabol biszkomplexek jelenlétét bizonyitani nagyon nehéz.

A His imidazolcsoportjahoz rendelheté C.H és CgsH jelek szélesek, azonban a
azokat jobban szemiigyre véve harom, egymastol kiilonb6zé jelet latunk. A CgH és CsoH
jelek koziil az egyik nagyon hasonld a szabad ligandumnal tapasztalt rezonancidkhoz, a
masik pedig az 1:1 fémion ligandum aranyu rendszerben mértekhez, a kotott His-re jellemzo
jel. Azonban egy harmadik jelet is lathatunk a szabad és kotott imidazolcsoporthoz tartozo

jelek kozott, ami egy uj kémiai kdrnyezetben 1évé hisztidinhez tartozo cstcs lehet.
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Ennek Dbizonyitdsara pH ~ 8,0-ndl végeztiink olyan méréseket, ahol allandd
ligandumkoncentracié mellett valtoztattuk a fémion-koncentraciot 0:1-1:1 fémion:ligandum
arany kozott (5.2.2.2.5. dbra). A szabad ligandumhoz rendelhetd jelek intenzitasa a fémion
fokozatosan fejlodik ki egy wjabb jel 6= 7,03 és 7,80 ppm-nél, mely egyértelmiien eltért a

szabad ligandumban tapasztaltaktol.

Znz*:HS  3His CyuH SHis Cg,H
\ \
0:1
0,25:1

0,5

0,75:1
His CaH apis cyoH

1:

[

L,

35

79 718 17 72 71 70
&/ ppm

5.2.2.2.5. abra: A Zn**-HS rendszerben felvett *H NMR spektrumok részlete, a Zn?*-HS arany fiiggvényében
(6, = 1.3x10™> M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 8,0, T = 298 K)

A fémion koncentracidjanak novelésével megjelend széles, de egymastol elkiiloniilo

jelek harom egymassal lassu cserében 1évO részecskére utalnak (ez a CH jeleknél 0,75:1,

mig a CsH rezonancianal 0,5:1 fémion ligandum aranynal lathato a legjobban). Ezek a

szabad ligandum, a ZnL részecske és egy biszkomplex lehet. A kdzepesen lassu cserében

lévé részecskékben a két ligandum koziil legalabb az egyik His imidazolcsoportja
koordinalhat a fémionhoz.

A pH novelésével a His imidazolcsoport gytiriiprotonjaihoz mar csak két jel
rendelhet6 (5.2.2.2.6. dbra).

~
I L

*His CelHk *His Cssz 3His CgH, 21%Cys CgH,
\

8.4 8,0 7.6 7.2 6,8 34 3,0 2,6 2,2 18
&/ ppm

5.2.2.2.6. abra: A Zn’*-HS rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete Kék: szabad HS, Zold: Zn?*-HS
0,5:1, Piros: Zn**-HS 1:1 (€= 1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 11, T = 298 K)
Az egyik jO egyezésben a szabad ligandum azonos jeleivel, a masik azonos kémiai

eltolodast az ekvimolaris Zn?*-ionokat tartalmazé rendszerben mérttel.
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Az eloszlasi diagramokkal és UV mérésekkel jo egyezésben magas pH-n kizarolag ZnH-_;L
komplex ¢és szabad ligandum van jelen a rendszerben, amelyek kozott a ligandumcsere
sebessége lasst.

A Cd*-jonokat tartalmazé rendszerben semleges pH tartoméanyban szintén a jelek
kiszélesedését tapasztaltuk (5.2.2.2.7. dbra). A 0,5:1 (fémion:ligandum) arany mellett mért
spektrumokon szembet{ind, hogy a Cys CgH, rezonancidk egy része a magasabb terek
(alacsonyabb ppm értékek) iranyaba tolodott, valamint a His CgH» rezonanciai mellett az
imidazolcsoport C.1H, és CsoH jelek kémiai eltolddasa is eltér a szabad ligandumra jellemz6
értékektSl. Ugyanakkor nagyon hasonld az ekvimolaris Cd*-iont tartalmazé minta

spektrumahoz.

5.2.2.2.7. abra: A Cd*"-HS rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Zold: Cd**-HS
0,5:1, Piros: Cd**-HS 1:1 (€= 1,3x10* M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 7,5, T = 298 K)

Ennek magyarédzata az lehet, hogy pH = 7,50-nél a mar képz6do biszkomplexben a
két ligandum koordinacios modja megegyezik a monokomplexre jellemz6 (2xS ,Nim,X)
kotésmoddal. Ennek megfeleléen a semleges pH kornyékén képz6édé CdHL,
biszkomplexben a két ligandum egy-egy Cys tiolatcsoportjanak és His imidazolcsoportjanak
kotodésén keresztiil alakitja ki {2xS ,2xNjn} tipustu koordinacios szféra valdsziniisithetd

(5.2.2.2.8. abra).

5.2.2.2.8. abra: A {2xS ,2xNjn} koordinacios kornyezetii CdH,L, komplex geometriai optimalizalassal
kapott szerkezete (T =298 K, pH =7,5)

Ezt alatamasztja az UV mérések eredménye is (5.2.2.2.2. dbra), miszerint a CdH,L,

részecskében a tiolcsoportoknak csak egy része kotddik a fémionhoz.
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A pH-t novelve szembetiing valtozasok tapasztalhatok (5.2.2.2.10. dbra). A His CH
és CsoH jelei a pH = 7,5-nél mért spektrumhoz képest fokozatosan eltolédnak a kisebb ppm

értékekkel jellemezhetd, a szabad ligandumban mért rezonancidk felé.

5.2.2.2.10. abra: A Cd?*-HS rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Zold: Cd?*-
HS 0,5:1, Piros: Cd**-HS 1:1 (¢, = 1,3x10°* M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH= 10,5, T = 298 K)
Az NMR, az elektrongerjesztési spektrumok és az eloszlasi diagramok alapjan a 7,5-
9,5 pH-tartomanyban lejatsz6d6 folyamat a kdvetkezd lehet: a semleges pH tartomédnyban
dominans CdH,L, komplexben a {2xS ,2xNin} koordinaciés kornyezet a ligandum két
ujabb Cys oldallanci tiolatcsoportjanak koordinalédasaval fokozatosan alakul at a CdL,-ben
tapasztalt {4xS } koordinaciés kornyezetli komplexszé. Ezzel parhuzamosan a His
imidazolcsoportok kiszorulnak a Cd**-ionok koordinaciés szférajabol (5.2.2.2.11. dbra).
Ezért jelennek meg pH = 8,40-nél a kotott és szabad hisztidinre jellemz6é kémiai eltolodas

értékek kozott, majd pH = 10,0 felett a szabad ligandumban tapasztalt C.H és CsH

J 2

rezonanciakkal teljesen egyez6 cstcsok.

5.2.2.2.11. abra: A {4xS} koordinacios kornyezetii CdL, részecske geometriai optimalizalassal
kapott szerkezete (T =298 K, pH = 10,0)
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5.2.3. A Zn*-, és Cd**-komplexek stabilitisainak ésszehasonlitisa

A négy ligandum szekvencidjanak kiillonbozdsége ellenére a pH-potenciometrids
vizsgalatokkal meghatarozott stabilitasi allandok alapjan a peptidek rendkiviil hasonlo

affinitasat mutatjak a Zn**-, és Cd**-ionokhoz (5.2.3.1. tabldzar).

Peptid Cd**, IgKapp Zn**, 19Kapp Javasolt koordinacios
pH=7,00 pH=800|pH=7,00 pH =8,00 méd
PP 8,27 10,09 6,48 8,29 2xS, COO0, (H,0/CO0)
PS 8,20 10,03 6,53 8,39 2xS, COO, (H,0/CO0)
HS 8,26 10,11 7,02 9,06 2xS", Nim, (COO/H20)
EC 8,57 10,52 6,90 8,87 2xS, COO, (COO /H0)

5.2.3.1. tablazat: A Zn?*- és Cd**-ionok affinitasa az altalunk vizsgalt Cys tartalmu peptidekhez

K — Z |: M 3 :Ik'()t('jtt
" |: M : :|szabad % Z [ L]szabad

Ez arra utal, hogy a fémionok koordindci6jaban meghatarozd szerepe van a Cys
egységeknek, amelyhez képest a tobbi potencialis donorcsoport hatdsa vagy nem tal jelentds,
vagy mind a négy ligandum esetében hasonld mértékben jarulnak hozza a komplexek
stabilitasdhoz. A fémionok koordinacios kornyezetét az Asp karboxilatcsoportok illetve
vizmolekula egészitheti ki, igy a fémionok koriil tetraéderes/torzult tetraéderes geometria
alakul ki.

Kismértékli stabilitas-novekedést az EC-peptid komplexeiben a harmadik Asp
karboxilcsoportjanak koordinacioban valé részvétele okozhatja. Erdekes modon hisztidin
jelenléte a Cd**-affinitdsdban nem okoz kiilonbséget. Azonban a Zn**-ionok mellett a His
imidazolcsoportnak jelentésebb szerepe van a komplexek kialakitasaban.

Az azonos ligandumok Zn?*- és Cd**-komplexeinek stabilitasa kozotti kiilonbség a
Cd?*-ionok szoftabb karakterével és a tiolatcsoporthoz valé nagyobb affinitasaval
magyarazhato.

A rdvidebb peptidek (mint példaul a 3.4.3 fejezetben targyalt PC2 molekulak) Cd?*-
komplexeiben megfigyelt karboniloxigén koordinaciot az altalunk vizsgalt komplexekben
nem tapasztaltuk, tovabbad mivel peptidjeink N-, és C-termindlisan is védettek, nem

lehetséges az N-terminalis aminocsoport kotddése a fémionokhoz.

68



5.3. A ligandumok Hg**-ionokkal alkotott komplexeinek vizsgalata

5.3.1. A hisztidint nem tartalmazé ligandumok Hg**-komplexei

A ng+-i0nok jelenlétében képzodd komplexek kiemelkedd stabilitasa miatt pH-
potenciometrias mérések kivitelezése bonyolult lett volna. A komplexek stabilitasanak
meghatdrozasat a fejezet végén fogom ismertetni.

Az UV spektrumokon egy ekvivalens Hg?*-ion hozzdadasara a 200-300 nm-es
hullamhossz tartomanyban mar savas koriilmények kozott is szignifikans eltérés mutatkozik

a szabad PP ligandum abszorbanciajahoz képest (5.3.1.1. dbra).

2,0 1

1,6 4

1.2 1 Hg2-PP 1:1

< / '
0,8 A
0.4 1 pH = 3-11
" |Szabad PP
pH = 3,03 B

e

0,0 T T T T = |

200 220 240 260 280 300

Alnm

5.3.1.1. abra: Hg®*-PP 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggd UV spektrumai sszehasonlitva a
szabad ligandummal (c_, = 1,0x107* M, 1 =0,1 M NaCIO,, I = 10 mm, T = 298 K)

A Hg®*-PP 1:1 fémion:ligandum aranya rendszer csaknem élland6 abszorbanciat
mutat A = 230 nm-en [52, 120, 123, 124], pH 3-11 kozott (5.3.1.2. abra), ami arra utal, hogy

a savas kozegben kialakult komplex van jele a vizsgalt pH tartomanyban.

1,4 -

°
™ ..AI Al

0,2 T T T T T 1
3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

5.3.1.2. abra: Kiilonb6zé Hg?*-PP fémion:ligandum aranyi rendszerek A vs. pH gorbéje 6sszehasonlitva a
szabad ligandummal. ®: Szabad PP, A: Hg”*-PP 0,5:1, m: Hg**-PP 1:1
(C,p = 1,0x10* M, 1 =0,1 M NaCIO,, | = 10 mm, T = 298 K)
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A szabad PP A vs. pH gorbéjén, pH 8-10 kozotti abszorbancia névekedés az 5.1.2
fejezetben targyaltak alapjan, a tiolcsoportok deprotondlodasanak kovetkezményeként
megjelené n — o* atmenethez rendelhetd [118, 119]. Ez szintén hianyzik a Hg?*-PP
gorbérdl, amely megerdsiti, hogy a Hg2+-i0n {2xS"} tipust koordinacidéban vesz részt.

A spektrofotometrias vizsgalatokat ligandumfelesleg alkalmazasa mellett is
megismételtiik. Kivancsiak voltunk arra, vajon kialakul-e linearis geometriaju részecskétol
eltér6 komplex, mint példaul a MerR higany-specifikus szabalyzo fehérjére jellemzo
trigonalis, a Hg*" koordinacio szférajaban harom tiolatcsoportot tartalmazé részecske [51],
esetleg egyéb, magasabb koordinaciés szamu komplex [75, 77, 78, 89, 90]. Mindegyik
peptid két ekvivalensének jelenléte mellett a tiolcsoportok deprotonalddasa két 1épésben
tortént meg (5.3.1.3. abra).

2,0 ~
1,6 -
1,2 ~

0,8 ~

0.4 |szabad PP

pH = 3,03

0,0 T T T = T - N
200 220 240 260 280 300

A/nm

5.3.1.3. abra: Hg”*-PP 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH fiiggé UV spektrumai 6sszehasonlitva a
szabad ligandummal (c_, = 1,0x107* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

Az abszorbanciak is eltérnek a szabad ligandum spektrumaitol savas koriilmények
kozott, azonban az 1:1 aranyt komplexnél mértnél kisebbek. A pH = 7,5-9,5 tartomanyban
az A vs. pH gorbe novekedést mutat (5.3.1.2. dbra), hasonléan a fémion tavollétében mért
szabad PP A vs. pH gorbéjéhez. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a semleges pH eléréséig a
ciszteinek ~ 50%-a kotodik a Hg2+-ionokhoz, majd a tiolcsoportok a szabad ligandumnal
tapasztalt pH-tartomanyban, fémionhoz kotédés nélkiil deprotonalodnak. Hasonld
eredményekre jutottunk a PS és EC peptidek Hg®*-komplexeinek vizsgalata soran is (F40-
F41. abra).

Az UV spektroszkopiai eredmények alapjan sikeriilt bizonyitanunk a Cys
tiolatcsoportok koordinalodasat. A ligandum tovéabbi, koordinativ kotések kialakitasara
alkalmas donorcsoportjainak tanulmanyozasdhoz *H NMR spektroszkopiat alkalmaztunk.

A Hg**-PP komplex 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerében mért spektrumokat a szabad
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ligandum azonos pH-n mért spektrumaival Osszevetve legjelent6sebb eltérés a Cys egységek
CgH: jelein figyelheté meg (5.3.1.4. dbra). Fémion jelenlétében az emlitett rezonanciak ~
0,3-0,5 ppm-mel az alacsonyabb terek iranyaba tolodnak, ami mar a pH = 1,91 értéknél
felvett spektrumrol is elmondhato.

59Asp CgH,

210Cys CgH,
de

59Asp CgH,, 21°Cys CgH,

2lle C,H, || |*2lle C5H,

12l C,H,

3,4 3,0 2,6 2,2 1,8 1,4 1,0
5/ ppm

5.3.1.4. abra: A Hg*'-PP 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban. Kék: szabad PP, Piros: Hg*'-PP 1:1
(Cpp = 1,3x10™° M, H,0/D;0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 1,91, T = 298 K)

Ez egyértelmi jele a két tiolatcsoport koordinacidjanak mar savas koriilmények kozott is.
Ugyanakkor a tobbi aminosavhoz tartozé CgHy jelek gyakorlatilag nem valtoznak. Tovabba
a Zn**-, és Cd*-ionok peptidkomplexeinél tapasztalt vonalszélesedéssel szemben a
koordinalodd Cys jelein kiviil nem tapasztaltuk a jelek jelentdsebb szélesedését. Ez azt
igazolja, hogy a vizsgalt pH-tartomanyban egyetlen uralkodoé részecske van jelen, valamint a
ligandum konformécio-valtozasdnak a sebessége nem valtozott jelentdsen fémion
hozzéadasa utdn sem.

A két Asp CgHy jeleinek pH filiggd valtozasa (5.3.1.1.5. dbra) megegyezik a szabad
ligandumnal tapasztalt karboxilcsoport-deprotonalodas altal okozott kémiai eltolodas

valtozassal (F9. dbra), tehat ezek a csoportok nem vesznek részt a koordinacidban.

311Pro CsH
2)le C,H 4Gly C,H, 8 59Asp CgH,

- 210Cys C,H
)MWM%O
MNV\_/\J/\%__J/\WMQ,OO
MMM?,S?
MM\A___j\’VMKw
MMMG,OQ
Ms,og
M\./\_/\./\ 4,05
Ms,og
Mlv%

42 40 38 36 34 32 30 28 26 pH
S/ ppm

5.3.1.5. abra: A ng+-PP 1:1 fémion:ligandum aranyt rendszer pH-fiiggd '"H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban (CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1M NaClO,, T = 298 K)
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Ligandumfelesleg jelenlétében szintén végeztink ‘H NMR  vizsgalatokat.
pH < 3 mellett az 1:1 aranyu rendszerre jellemzé széles jeleket (6 = 3,15-3,50 ppm)
lathatjuk (5.3.1.6. abra). A pH novelésével az Asp karboxilcsoportjai koordinalodas nélkiil
deprotonalodnak, ami az Asp jelek eltolodasat eredményezi. Ez miatt elkiiloniilnek az Asp és
Cys CgH> rezonanciadk (lasd szabad PP pH-fiiggd 1H NMR spektrumai, F9. dbra), igy
lathatova valik a 6 = 2,80-3,00 ppm kozdtti széles, azonban a szabad ligandum Cys CgH»
jeleihez nagyon hasonld jel. Lugos koriilmények kozott a szabad ciszteinhez rendelhetd
csucs kiszélesedik, majd az alacsonyabb terek iranyaba tolddva Osszeolvad a kotott
ciszteinekre jellemz6é CgHy jelekkel. Az 1j jelcsoport (& = 3,00-3,30 ppm) a kotott €s szabad
Cys CgH, rezonancidk kozott van. A folyamat hatterében 4ll6 okokrol bdvebben a

hisztidintartalma HS peptid ng+-komplexeinek targyalasakor lesz szo6.

W U A

‘\ ‘ ' ’ 9,02
W' -
k' 4,94

0
'\ 29Asp CgH,

4,05
210Cys C.H

YS Mo 3,61

1,96

38 36 34 32 30 28 26 24 22 PpH

S/ ppm
5.3.1.6. abra: A Hg?*-PP 0,5:1 rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének
tartomanyaban (CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1M NaClO,, T = 298 K)

A Hg*-PP komplex kialakulasa részben rogziti a szerkezetet, a peptid két végén
elhelyezked6 ciszteineken keresztiil, egy hurok kialakitasaval. A szabad ligandumnal
tapasztalt mozgas igy joval korlatozottabb lesz, de a fémion-k6td hurok még mindig elég
nagyméretli ahhoz, hogy konformaciés atalakuldsok jatszodhassanak le. Ezt CD
spektroszkopiai mérésekkel is tudtuk igazolni. Szembetiind, hogy a kotott ligandumban a A ~
200 nm-nél megfigyelhetd sav intenzitdsa lényegesen lecsokken a szabad forméhoz képest
(5.1.4. fejezet). Megfigyelhetd tovabba, hogy az aszparaginsavak deprotonalodasat jelentds
valtozas kiséri a CD spektrumon (5.3.1.7. dbra). Ezen deprotonalodasi folyamatokat
kovetden azonban a spektrum jelentdsen mar nem valtozik, hiszen a tiolcsoportok mar

deprotonaltak.
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Az eldbbi jelenség annak tudhato be, hogy a két karboxilat-ion negativ toltései a két végén
rogzitett peptidmolekulan alakultak ki, igy ezen csoportok taszitdsa jobban érvényesiil a
konformacios atalakulasok soran, mint a szabad peptidben. Ebbdl adédéan megvaltozik a

kiilonb6z6 konformerek egymashoz viszonyitott eloszlasa.

5 -
& P e o

« O
o)
£
- -5 A
[72]
B
(&)
= -10 - pH
2 2,0
= 45
i 15 | 9,5

-20

180 190 200 210 220 230 240 250 260
Alnm

5.3.1.7. bra: A Hg**-PP 1:1 arany( rendszer pH-fiiggd CD spektrumai
(€, =1,0x10° M, 1=0,1mm, | =0,1M NaClO,, T = 298 K)

A fentiek hatasa a Hg2+-PP 1:1 fémion:ligandum ardnyad pH fiiggé NMR
spektrumsorozatan is lathato (5.3.1.5. dbra). Az aszparaginsavak deprotonalodasaval
parhuzamosan jelentésen megvaltozik példaul a glicin aminosavak C,H> jele. Ez a valtozas
utalhat arra, hogy két Asp oldallancanak deprotonalddasat kisérd negativ toltéstobblet
megvaltoztatja a peptid gerincében a diéderes szogeket. Ez Osszhangban van a CD
spektrumokon megfigyelheté, az Asp deprotonalodasat kiséré valtozasokkal. Mivel a
konformécios atalakuldsok az NMR spektroszkdpia iddskaldjahoz viszonyitva gyorsak, ezért

a konformaciokra jellemz6 rezonanciak kiatlagolt jeleit latjuk a spektrumokon.
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Az eddigi spektroszkopiai vizsgélatok soran a komplexképzodést, illetve a kialakult
komplexek szerkezetét a fémion ligandumra gyakorolt hatasan keresztiil vizsgalhattuk.
Azonban lehetOségiink nyilt arra, hogy egy egyiittmiikodés keretein beliill (Lars
Hemmingsen, University of Copenhagen) PAC spektroszkopia alkalmazésaval a
koordinalédé ligandum hatdsat figyelhessiik meg a Hg®'-ionokon. A vizsgalatok
kivitelezésére a svdjci CERN-ben (Europai Nuklearis Kutatdsi Szervezet) keriilt sor. A

mérések soran kapott spektrumok illesztési paraméterei az 5.3.1. 1. tablazatban lathatok.

vo(GHz) Koordinacios )
Rendszer (pH) n (SD) Referencia
(SD) kornyezet
Hg**-PP 1:1 (9,5) 142(4) 0,13(6) {2xS} Jelen munka
Hg*-PP 1:1 (6,0) 1,36(2) 0,18(5) {2xS7} Jelen munka
Hg**-PP 0,5:1(6,0) 1,42(2) 0,13(5) {2xS} Jelen munka
Hg**-PP 0,5:1(9,4) 141(1) 0,18(3) {2xS} Jelen munka
Hg*-HS 1:1 (2,00 143(5) 0,07(6) {2xS} Jelen munka
Hg?*-HS 1:1 (8,0) 1.43(1) 0,13(3) {2xS} Jelen munka
Hg(Cys). 1,41 0,15 {2xS} [125]
MerR (77K) 1,18 0,25 (3xS} [126]
Hg-Rubredoxin 0,10 0 {4xS} [127]

5.3.1.1. tablazat: Az altalunk vizsgalt peptidek Hg**-komplexeinek fontosabb PAC paraméterei és a fémion
javasolt koordinacios kérnyezete Gsszehasonlitva mas Cys-tartalma Hg?*-komplexek paramétereivel

Az ekvimolaris rendszerekben mért spektrumok viszonylag jol illeszthetdk olyan
részecskéket jellemzé paraméterekkel, melyben a Hg?'-centrumhoz két Cys tiolatcsoportja
koordinalodik (5.3.1.8. dbra).

5,0 * s ng+-P5 0,2:3 5,0 - Hg2+_PP 0,5:1
i pH =06, =
40 & 40 pH=9,4
n 0
£ 30 | 230
N N
c c
8204 L 20
£ £
1,0 - 1,0 A
004 ¥ 00
1,0 4 ) 1,0
404 Hg?*-PP 1:1 401 & Hg**-PP 1:1
| i pH=6,0 7 pH =94
_g 3,0 \3 3,0
£ 20 1 s
2 2
£ 1,0 1., £
0,0 A
-1,0 T T T T 1 -1,0 T T T T .
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Szogfrekvencia / rad ns Szogfrekvencia / rad nst

5.3.1.8. abra: Hg**-PP kiilonboz6 fémion:ligandum aranyt rendszerek PAC spektrumai.
A kisérleti adatok Fourier-transzformaltjai (fekete szaggatott vonal), illetve azok illesztése (piros vonal)
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Illyen példaul a Butz és munkatarsai altal vizsgalt Hg>*(Cys), komplex is.
Ligandumfelesleg mellett is végeztiink PAC méréseket, hogy kideritsiik, vajon lehetséges-e
ketténél tobb tiolatcsoport kotddése a fémionhoz, azonban az ekvimolaris rendszerben
végzett mérésekhez nagyon hasonlé eredményeket kaptunk.

A PAC eredmények, valamint az *H NMR és az UV-mérések alapjan megéllapithatd,
hogy Hg**-ionokkal nem tapasztalhaté biszkomplexek képzédése, tovabba az Asp
karboxilatcsoportjai sem vesznek részt a koordindcidban. A vizsgalt pH-tartomanyban
{2xS} tipust monokomplexek dominalnak. A PP ligandum mellett a PS, illetve az EC
peptidet vizsgalva is hasonld spektralis valtozasokat tapasztaltunk (F42-F44. abra).

Nem zarhato ki azonban tSbbmagvi komplexek kialakulasa. A PP peptidet Hg*'-
ionokkal titralva a szabad Cys CgH; jeleinek intenzitdsa az 1:1 fémion:ligandum arany
eléréséig fokozatosan csokken (5.3.1.9. dbra).

J

>%Asp CgH,

210Cys C,H,
l_'_l
2:1
1,66:1

1,331

11

210Cys C4H,

0,66:1
WW,\__,A/\,JM\/\/\O,ss:l
kJLM “Cys C”sz
““““O:l

3,8 36 34 32 30 28 26 24 Arany
8/ ppm

5.3.1.9. abra: A Hg?*-PP rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének
tartomanyaban. (CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %vlv, | = 0,IM NaClO,, pH =5,0, T = 298 K))
Ezzel parhuzamosan ¢ = 3,2-3,5 ppm-nél 11 jelcsoport fejlodik ki. Ezt kovetden tovabbi
ng+-i0n hozzaadasara a kotott Cys CgH, jelek alacsonyabb terek felé torténd fokozatos
eltolodésa tobbmagva komplexek kialakuldsara utal. Ennek bizonyitasara PAC spektrumokat
vettiink fel 2:1 fémion:ligandum arany mellett (ilyen méréseket a PS és HS peptiddel
végeztiink).
A PAC spektroszkopiaval elvi lehetdéség van arra, hogy egyszerre tobb kiilonb6z6
koordinaciés kornyezetben 1évO fémionrdl szerezziink informdaciot, ugyanis az eltérd
fémcentrumokat tartalmazd részecskék jelei elvileg eltér6 paraméter egylittessel

(vQ és 1n) jellemezhetdk, azaz a PAC spektrumok akéar tobb részecske jeleinek

szuperpozicidjaként is illeszthetdk.
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A megfigyelt csucsok intenzitdsainak aranya utal a fémion megoszlasara a
kiilonb6zé koordinacids kornyezetek kozott. Savas koriilmények kozott (pH = 2,0) 2:1
Hg*":PS arany esetén a kisérleti eredményeket sem egy, sem két részecske feltételezésével
nem tudtuk elfogadhatoan megilleszteni. Ennek értelmezésére a Hg?-HS rendszer
targyalasanal fogok kitérni. A lagos koriilmények kozott (pH = 9,9) a mért spektrumok
alakja (5.3.1.10. dbra) nagy hasonloésagot mutat az 1:1 aranyt rendszerekben pH = 2,0-nal

mérttel.
5,0 - 0
. Hg?*-PS 1:1 pH =2,0 5.0 Hg?*- PS 2:1 pH =9,9
404 G 4,0
ﬁ 3,0 ﬁ 3,0
g 20 N 20 i
2 o
£10 3 =10
0,0 0,0
-1,0 T T T T 1 -1,0 T T T T 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Szoégfrekvencia / rad nst Szogfrekvencia / rad ns!

5.3.1.10. abra: Hg?*-PS 2:1 fémion:ligandum aranyt rendszer PAC spektruma dsszehasonlitva az 1:1 ardny(
rendszer spektrumaval. A kisérleti adatok Fourier-transzformaltjai (fekete szaggatott vonal), illetve azok
illesztése (piros vonal)
Az illesztés savas pH-hoz képest egy komponens feltételezésével is jonak mondhatd, a

meghatarozott paraméterek azonban kis mértékben eltérnek az 1:1 komplexre

meghatarozottaktol (5.3.1.2. tablazat).

Koordinacios
Rendszer (pH) v, (GH2) (SD)  n (SD) mnac

kornyezet
Hg-PS 1:1(20)  144(1)  008(6)  {2xS}
Hg®-PS 2:1(9,9) 139(1)  0,01(5) ?
H-HS 21(20) 1430 013() {28}
Hg*-HS 21 (20)  068()  041(11) ?
Hg?-HS 2:1(103)  138(1)  0,20(2) ?

5.3.1.2. tAblazat: Az altalunk vizsgalt peptidek Hg®*-komplexeinek fontosabb PAC paraméterei
és a fémion javasolt koordinacios kornyezete

Amint azt mar a 4.8. fejezetben kifejtettem, az illesztések soran kapott
paraméterekbdl nem lehet egyértelmiien kijelenteni, milyen donorcsoportok kotddnek a
fémionokhoz, azonban a koordinal6d6 csoportok szama feltételezhetd. Ezek alapjan lugos

koriilmények kozott elképzelhetd egy olyan, két fémcentrumot tartalmazo szerkezet
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kialakulasa, amelyben a szeparalt Hg®*-centrumokhoz 1-1 tiolatcsoport és 1-1 hidroxidion
koordinalédik.

A PAC mérések soran tapasztalt pH-fiiggd valtozasok a CD spektrumokon is
lathatok, ugyanis fémion felesleg jelenlétében pH = 6,5 felett jelentés CD-effektus-valtozast
latunk (5.3.1.11. dbra).
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0
-2,0

Ellipticitas / mfok

-4,0

-6,0

180 190 200 210 220 230 240 250 260
Al nm

5.3.1.11. abra: A Hg?*-PS 2:1 fémion:ligandum aranyu rendszer CD spektrumai kiilsnbéz8 pH értékeknél.
(Cog = 1,0x10° M, 1 =0,1M NaClO,, | = 0,1 mm, T = 298 K)
Tovabba a pH = 12-n felvett spektrumok iddbeli valtozast mutatnak, melyek jellege
alapjan ugy tlinik, hogy az ekvimolaris rendszerre jellemzd spektrum kezd kialakulni

(5.3.1.12. dbra).

Ellipticitas / mfok

-6,0
-8,0

Hg?*-PS 1:1

180 190 200 210 220 230 240 250 260
Alnm

5.3.1.12. abra: A Hg®*-PS 2:1 fémion:ligandum arényu rendszer CD spektrumai kiilonbozé pH értékeknél
(Cpg = 1,0x10° M, 1 =0,1M NaCIO,, 1 = 0,1 mm, T = 298 K)

Ez a valtozas feltehetdleg azzal magyarazhatd, hogy a kezdetben létrejovd 2:1
Osszetételli komplexbdl az egyik fémion lassan hidrolizis termék képzddése kozben tavozik,
s igy kialakul a magas pH-ra jellemz6 1:1 Osszetételli komplex. Az éabrak alapjan az is
egyértelmil, hogy a 2:1 aranyu rendszerben a ligandum konformacidja jelentdsen kiilonbozik

az 1:1 ardnyu mintdhoz képest, ami eltérd szerkezetii komplexek képzddését jelentheti.
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Az itt kapott eredmények az NMR ¢és PAC mérésekkel egyezden azt mutatjdk, hogy
fémionfelesleg mellett szamitanunk kell tobbmagviu komplexek képzddésére, melyek
szerkezete és Osszetétele a kozeg pH-jatol fliggden valtozhat.

Szerkezetvizsgaldé modszerekkel igazoltuk, hogy a Hg2+-ion rendkiviil stabilis
komplexet képez az altalunk vizsgalt cisztein-tartalmt peptidekkel. llyen esetben kvantitativ
informécio a kialakuldo komplexek stabilitdsdra vonatkozoan csak kozvetett modszerrel
nyerhetd. Ezért a Hg?*-PS rendszerben ligandum kiszoritasos modszert alkalmaztunk. Ezen
kisérletek soran a peptiddel versengé ligandumként I -iont hasznaltunk. A Hg*-, és a I -
ion kozotti komplexképzédés mar régota ismert, igy a Hg**-17, ill. Hg?*-CI™ rendszerekben
kialakul6 komplexekre az irodalombdl ismert stabilitasi allandokat hasznaltuk fel (5.3.1.3.

tablazat). Az adatok alapjan a PSEQUAD programmal szimulalhatoé részecskeeloszlas a

crer

Halogenokomplex [o]7]
[Hall* 12,87(3)
Hgl, 23,82(4)
[Hgls] 27,60(14)
[Hgls* 29,83(2)
[HgCIT* 6,74(2)
HgCl, 13,22(2)

5.3.1.3. tablazat: A halogenokomplexekre vonatkozo stabilitasi allandok [128, 129]

100

[HgCl]*

0 ! ! ! ! 1 1
13 3,3 53 7,3 9,3 11,3 13,3

5.3.1.14. abra: Az ismert lg/3 értékek alapjan a HgCl, — | rendszerben szamolhato eloszlasi diagram a szabad
jodidion koncentracié negativ logaritmusanak fiiggvényében [128, 129]
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Spektrofotometrias titralasokat végeztiink gy, hogy elészor a HgCl,-ot tartalmazo

oldatot KI oldataval titraltuk a c Chg?* aranyt 0:1 és 2000:1 kozott valtoztatva (5.3.1.15.

dbra baloldal). Az alkalmazott koriilmények mellett harom részecske elnyelése alakitja ki a

spektrumsorozatot ([Hgl 4]2‘, [Hgl,]” ¢és Hgl, F45. dbra). A nagy I -ion felesleg mellett
megfigyelhetd két Osszetartozo izobesztikus pont az ilyen koriilmények mellett fennallo

[Hol,] +I"= [Hgl4]27 egyensulyra utal.

Alnm

5.3.1.15. abra: A HgCl, - I” (bal) illetve a HgCl, - I"-PS (jobb) rendszerben mért UV elnyelési spektrumok a I

koncentracidjanak novelésével (CHgCI2 =51x10°M,1=0,1 M NaClO,, pH =2,0, T =298 K)

A méréssorozatot Hg2+-ionokat ¢és a PS peptidet 1:1 aranyban tartalmazo oldataval is
megismételtiik (5.3.1.15. abra jobb oldal). A két sorozat kozotti kiilonbség feltiind mar Kis
I"-felesleg mellett, ugyanakkor a jodidion-koncentracio jelentés novelésével a spektrumok
azonos lefutastak mindkét rendszerben. Eszreveheté az is, hogy a fentebb emlitett
izobesztikus pontok joval kevésbé egyértelmiiek, csak az utolsé spektrumoknal figyelhet6k
meg. Mindez arra utal, hogy a PS a fémion jodidionokkal térténé komplexképzOdését
erdteljesen befolyasolja (visszaszoritja), azonban kelléen nagy I -felesleggel a peptid
kiszorithato a Hg?*-ionok koordinacios szférajabol.

Ezt kovetden PSEQUAD program segitségével az ismert stabilitdsu és molaris
spektrumt halgenokomplexekhez, egy L’ 0Osszefoglald képlettel leirhatd részecske
spektrumat €s stabilitasi allandgjat illesztettiik. Ez egy olyan komplexet jelol, melyben a
ligandum barmilyen protonaltsagi allapotban lehet, a meghatarozott allandé pedig erre a
részecskére és a mérések pH-jara vonatkoz6 latszélagos stabilitasi allando. A molaris
spektrumokbdl visszaszdmolt abszorbancidk (5.3.1.12. dbra folytonos vonal) jo egyezést

mutatnak az altalunk mért abszorbancia értékekkel.
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5.3.1.12. abra: A 1 = 323 nm-en abrazolt abszorbancia értékek valtozasa, ha a HgCl,-t (A) vagy a Hg**-PS
1:1 aranyu rendszert (<) titraltuk KI oldattal. A folytonos vonal a PSEQUAD programmal szamolt
abszorbancia valtozast mutatja (CHgC|2 =51x10°M,1=0,1 M NaClO,4, pH =2,0, T = 298 K)

A komplexképzddés folyamatat az alabbi egyenlet irja le:
L’ + Hg*(szabad) === HgL’
IgK’=25,7
Az igy kiszamolt IgK’ érték nagyon hasonld Iranzo és munkatarsai altal vizsgalt két Cys-t
tartalmazo tetrapeptid Hg? -affinitasdhoz (pH = 2,0, IgK = 26,2) [130], amely a fémion és a
peptid kozotti rendkiviil er6s kolcsonhatast mutatja, és magyarazza, hogy miért vannak a

Hg?**-ionok mar pH = 2,0 alatt is 100 %-ban kotott formaban. A PS ligandum és a I -ionok

allandok felhasznalasaval kiszamolhato eloszlasi diagram (5.3.1.13. dbra).

HoL> + 31" =——— [Hgls] + L’

HgL’ +417 == [Hgl]* + L’

0 U T T
13 1,7 2,1 2,5 2,9 3,3 3,7

p(F)

T T 1

5.3.1.13. abra: Eloszlasgorbék a HgCl,-PS-1" rendszerben
(Chger, = 5,1x10° M, 1 = 0,1 M NaClO,, pH = 2,0, T = 298 K)
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5.3.2. A HS ligandum Hg?**-komplexeinek vizsgdlata

A HS peptid 2 = 230 nm-nél abrazolt A vs. pH gorbéi (5.3.2.1. dbra) nagy
hasonlésagot mutatnak a PP peptidnél mért gorbékkel (5.3.1.2. dbra). A fémion jelenlétében
az M:L aranytol fiiggetleniil {2xS7} tipusu koordinacio valésul meg a vizsgalt pH
tartomanyban. Tovabba ligandumfelesleget alkalmazva a HgL monokomplex mellett jelen

1év6 szabad HS pH = 8-10,5 kozott koordinacié nélkiil deprotonalodik.

1,4 -

0,2 T T T T T T 1
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

5.3.2.1. abra: Kiilonboz6 Hg?*-HS fémion:ligandum ardnyt rendszerek A vs. pH gorbéje dsszehasonlitva a
szabad ligandummal. ®: Szabad HS, A: Hg®*-HS 0,5:1, m: Hg**-HS 1:1
(6, =1,0x10* M, 1 =0,1 M NaCIO,, I = 10 mm, T = 298 K)

A ng+-HS rendszerben ugyancsak részletes 'H-NMR mérések révén probaltuk
kovetni a lejatszodo folyamatokat (5.3.2.2. abra). Egy ekvivalens fémion jelenlétében a Cys
egységek CgH, jelei meglehetdsen kiszélesednek és eltolodnak az alacsonyabb terek
iranyaba (0~ 3,3-3,4 ppm). A szignifikans, ~ 0,4 ppm eltérés a szabad HS Cys CgH, jeleihez
képest az UV mérésekkel 6sszhangban, a ligandum tiolatcsoportjainak kotodését mutatja.

Ligandumfelesleg mellett felvett spektrumokon a savas pH tartomanyban két,
egymastol szeparalt Cys CgH> jelcsoportot azonositottunk. Ezek kozill az egyik (o ~ 2,9
ppm) nagy hasonlosagot mutat a szabad ligandum Cys CgH; rezonanciaval, miga 6~ 3,3-3,4
ppm-nél 1évo jelek az 1:1 fémion: ligandum aranyt rendszerben tapasztalt Cys CgH; jelekhez
hasonlitanak. A pH ndvelése (pH = 8,0) az emlitett két szeparalt jelcsoport (a PP peptidhez
hasonloan (5.3.1. fejezet)) Osszeolvadasat eredményezi. A széles jel a & ~ 2,8-3,4 ppm
tartomanyba esik, azonositasat megneheziti, hogy a His CgH, jelekkel azonos kémiai
eltolddas tartoményba esik (5.3.2.2. dbra, nagyitas). Ez a kiszélesedett jel valamivel élesebb

lesz pH = 10,0-ra, azonban tovabbra is atfed a His CgH; rezonanciakkal.
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Ennek magyarazataul szolgalhat, hogy a ligandumcsere sebessége a szabad ¢és a kotott forma
kozott a lassu/kozepes feldl a kozepes/gyors felé valtozik, parhuzamosan a nem
koordinal6doé ligandum tiolcsoportjainak deprotonalédasaval.

pH
11 10,0

0,51

6,0
1:1
0,5:1
ACOHm
0:1
1:1 4.0
0,5:1
A Onm
4,0 3,2 2,4 1,6 0,8
S/ ppm

5.3.2.2. abra: A Hg?*-HS rendszerben felvett "H NMR spektrumok részlete az alifas hidrogének
tartomanyéaban. Az 4bréan jeldlt rezonancidk: His CgHy: A; Cys CgHy: O; Asp CgH,: m
(€= 1,3x1073*M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

Az Altalunk tapasztalt vonalszélesedésbdl lehetdség van megbecsiilni a szabad és
kotott ligandum kozotti cseresebességet (Kex) pH = 4,0-6,0 tartomanyban, ahol lassu
cseresebesség dominal [131]. A szabad ligandum Cys CgH, jelein 0,5 ekvivalens Hg?*-ion
hozzaadasat kdvetden ~12 Hz szélesedést tapasztaltunk (We-Wp, ahol a we és a Wg a cserével
¢és csere nélkiil tapasztalt félértékszélességet jeloli). Ez alapjan pH = 6,0-nal a Kex ~ @ ~ (We-
Wo) ~ 38 st A szamitasok alapjat az a feltételezés adhatja, hogy az emlitett kisérleti
koriilmények kozott a HS peptid egy specifikus Hg2+-peptid komplex és szabad forma kozott
cserélodik. A kex megadhato a kdvetkezd egyenlet szerint [132]:

koﬁ
1-f

kex = kon [M]+koff =
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ahol ko, és ko masodrendii sebességi egyiitthatok a komplex képzbédésére és elsérendii
1év6 ligandumok mennyiségét mutatja (jelen esetben 0,5).

Ha abbol indulunk ki, hogy az asszociacié (vagyis az ML komplex képzddése)
diffiziokontrollalt, 298 K-en vizes kdzegben a kon ~ 7,4 x 10° M s1[133]. Az eléz8ekben
emlitett egyenletet [M] = [Hg?"]-re megoldva pH = 6,0-nal szamolt disszociacios egyensulyi
allando értéke Ky = 2,5 x 10°° M, amely tobb nagysagrenddel kisebb a {2xS} tipust Hg?*-
komplex egyensulyi allandoitol [134], mely azt sugallja, hogy a kezdeti feltételezésiinknél
joval 6sszetettebb rendszerrdl van szo.

A tiszta D,O-ban felvett spektrumok szintén azt mutatjak (5.3.2.3. dabra), hogy a His
imidazolgytiri C;1H és CsoH jelei pH-t6l és a fémion: ligandum aranytél fiiggetleniil is nagy
hasonlésadgot mutatnak mind az 1:1 mind a szabad ligandum tartalmt rendszerrel

pH
11 * ¢ 9,5

0,5:1 A A
0:1 A J\

11 7,5

0,5:1 N jk
J\

0:1 A

* 55

1:1

0,5:1 A

0:1 JL
1:1__1c

051___A
01 L ‘

8,5 8,0 7,5 7,0
&/ppm

19

e L= =

5.3.2.3. abra: A Hg®*-HS rendszerben felvett ‘H NMR spektrumok részlete az aromas hidrogének

tartomanyaban. Az abran jelolt rezonanciak: His Cy,H (*) és CsoH (¢)
(€= 1,0x10M, 100 % DO, 1 = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

A HS peptid Hg**-komplexeinek PAC spektrumai (5.3.2.3. dbra), illetve az ezekbdl
szdmolhat6 paraméterek (5.3.1.1 tablazat) is hasonldéak His-t nem tartalmazé 1:1 ardnyt

komplexekéhez (5.3.1.8. dbra).
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5.3.2.4. abra: A Hg**-HS 1:1 fémion:ligandum arényu rendszereinek kiilonboz6 pH-n mért PAC spektruma
A kisérleti adatok Fourier-transzformaltjai (fekete szaggatott gorbe), illetve azok illesztése (piros gorbe)
Azonban a Hg**-ionok feleslege mellett a HS peptidnél is tapasztaltuk tobbmagvu
komplexek képzédését. A peptidhez viszonyitva ekvivalens Hg®*-iont tartalmazo
rendszerhez képest a spektrum alakja savas pH-n megvaltozik (5.3.2.4. dbra). Az illesztés
csak két részecske feltételezésével volt elfogadhatd. Az illesztéssel nyert paraméterek
alapjan az egyik komponens azonos lehet az 1:1 fémion:ligandum ardnyt rendszerben

képz6dé komplexszel. Az 5.3.1.2. tdbldzatban bemutatott Y frekvencia ¢és 7

szimmetriaparaméterek alapjan a masodik komponensben egy olyan szerkezet, illetve Hg?*-
kornyezet feltételezhetd, amelyben a peptid két tiolatcsoportja hidligandumként, két hidat
kialakitva koti 6ssze a két Hg2+-centrumot.

Lagos koriilmények kozott egy uralkodd részecske feltételezésével leirhaté a
rendszer. Azonban, ahogy azt mér korabban a Hg?*-PS komplexeknél lattuk, a paraméterek
eltéréek az 1:1 fémion ligandum aranytol (5.3.1.2. tabldazat). Nagy valosziniiséggel 11gos

pH-n (pH > 9) a PS peptidnél javasolt szerkezet jelenik meg a Hg**-HS 2:1 aranyu rendszer

esetén is.
6,0 - 6,0 -
Hg2*- HS 2:1 pH = 2,03 Hg?*- HS 2:1 pH = 10,34
5,0 4 50 -
® 4,0 A ® 4,0
pui pui
2304 £ 3,0
= e c
8 20 220
£ £
1,0 13 1,0
0,0 - 0,0
-1,0 T T T T 1 -1,0 T T T T 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Szoégfrekvencia / rad ns! Szogfrekvencia / rad ns?

5.3.2.4. abra: A Hg®*-HS 2:1 fémion:ligandum aranyt rendszereinek kiilsnboz6 pH-n mért PAC spektruma
A kisérleti adatok Fourier-transzformaltjai (fekete szaggatott gorbe), illetve azok illesztése (piros gorbe)
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Spektroszkopiai eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy ligandumfelesleg mellett,
valamint egy ekvivalens Hg?*-ion jelenlétében a PP peptidhez hasonléan a HS peptidben
sem az Asp karboxilat-, sem a His imidazolcsoportok nem vesznek részt a koordinacioban.
Tovabba a fémion feleslegének jelenlétében tobbmagvu komplexek képzodése is lehetséges,
melyek hasonldan az ¢l6z6 fejezetben leirtakhoz a pH-t6l fliggben kiillonb6z6 szerkezetiiek

lehetnek.
5.4 A vizsgalt ligandumok Ag*-ionokkal alkotott komplexei

O’Halloran és munkatarsai [2] korabban mar bizonyitottak, hogy a CueR fehérje
kétértékli fémionok jelenlétében nem mutat pozitiv biologiai valaszt. Ezért kiilondsen
érdekes, hogy modellpeptidek szintjén is Osszevessiik kétértékii fémionokkal alkotott
komplexeinket egyértékii, szoft karakterti Ag'-ionok komplexeivel. Méréseinket a PP és EC
peptidekkel is elvégeztiik, azonban bemutatni csak az Ag*-PP vizsgalatokat fogom, mivel az

EC peptidet alkalmazva nagyon hasonlé eredményeket kaptunk.
5.4.1. UV spektroszkopiai vizsgalatok az Ag*-PP rendszerben

A X =230 nm-nél mért A vs. pH pontsorokon egy ekvivalens Ag*-ion jelenlétében
szembetlind, hogy mar pH = 3-ndl jelentds abszorbancia ndvekedés van a fémiont nem
tartalmazo peptidmintdhoz képest (5.4.1.1. dbra). Az abszorbancia-novekedés ebben a pH
tartomanyban nagyon hasonl6 a Hg2+-PP komplexnél tapasztaltakhoz, ahol bizonyitottuk,
hogy mar savas pH-n is a {2xS } tipust koordinacié a meghatarozo (5.3.1.2. dbra). Ez
alapjan azt feltételezhetnénk, hogy a PP ligandum mind a két Cys tiolcsoportjaval kotddik az
Ag'-ionhoz.

1,5 4 T |

m a A

0,3 T T T T T 1
3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

5.4.1.1. abra: Kiilonb6zé Ag*-PP fémion:ligandum A vs. pH gorbéinek dsszehasonlitasa a Hg?*-PP
1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerrel (®: Szabad PP, A: Ag*-PP 0,5:1, m: Ag*-PP 1:1,$: Hg*-PP 1:1
(C,p = 1,0x10*M, 1=0,1 M NaClO,, I = 10 mm, T = 298 K)
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A pH 5,5-7 tartomanyban azonban abszorbancia-ndvekedés figyelheté meg az Ag'-
PP 1:1 fémion:ligandum aranyG rendszerben. A valtozas egy koordinalt tiolcsoport
deprotonalodasahoz, vagy a ligandum egy masik koordindlodé donorcsoportjanak
tiolatcsoportra valo cseréjéhez rendelhetd.

A kétszeres ligandumfelesleget tartalmazo rendszer UV-titralasi gorbéjén pH = 6
felett az abszorbancia értékek szélesebb pH tartomanyban emelkednek, ami egymassal
atfed6 folyamatok eredményeként értelmezhetd. Madsrészt amennyiben kiilonb6z6
Osszetétell és eltérd koordinacios modiu (mono- €s bisz) komplexek vannak jelen az oldatban
ugy a ligandum bizonyos hanyada és/vagy tiolcsoportjaik egy része protonalt formaban van,
igy ezek a szabad ligandumra jellemz6é pH-tartomanyban deprotonalédnak.

A komplexek kialakulasat megfigyelhetjiik ugy is, hogy egy adott pH-n 1épésenként
Ag'-ionokat adunk a peptidhez (5.4.1.2. dbra). Az Ag'-ion adagolasaval folyamatosan
novekszik az elnyelés azonban a rendszer Gsszetettségét mutatja, hogy az abszorbancia csak
50%-0s Ag*-ion felesleg utan all be egy 4llandé értékre. Ez utalhat arra, hogy a rendszerben
tobbmagvu vagy klaszter jellegli részecskék is képzddnek.

1,8 -
16 - ¢ . .
1,4 -
1,2 - .
2 1,0 - .
< .
0,8 - ¢
064 o
044 *

0,2 T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Nagt / Npp

5.4.1.2. abra: Az Ag’-PP rendszerben a fémion mennyiségének ndvelése mellett mért abszorbancia-valtozas
(c,,= 1,0x10*M, 1 = 0,1 M NaClO,, pH = 2,0, | = 10 mm, T = 298 K)

5.4.2. Egyensuilyi vizsgdlatok az Ag*-PP rendszerben

Az Ag'-ionokat tartalmazd rendszerekben 1:1 fémion:ligandum arany mellett
végeztiink pH-potenciometrias vizsgalatokat (5.4.2.1. dbra). Megfigyelhet6, hogy mar pH =
3,0 alatt is eltérés van az ekvivalens Ag'-iont tartalmazé rendszer és a szabad ligandum
gorbéje kozott. Ez Osszhangban az UV eredményekkel tiikrozi, hogy a komplexképzddés

mar savas pH tartoméanyban is szamottevé mertékii.
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A rendszer Osszetettségét jelzi, hogy Ag*-ionok jelenlétében az inflexiéspontok nem
egész ekvivalens lugfogyas értékeknél taldlhatok. Az adatsorok kvantitativ kiértékelését
azonban nem tudtuk megoldani, ugyanis fémionok jelenlétében a titraldsok kezdetén
tapasztalt extra lagfogyas a fémionok teljes mennyiségének kotottségére utal.

Az ekvimolaris mintaban pH = 5,5-ig torténd 3 ekvivalens lugfogyas arra utal, hogy
ezen pH-ig a két karboxilcsoport mellett az egyik Cys tiolcsoport deprotonalodasa is
lejatszodik. Mivel ez a folyamat a szabad ligandum tiolcsoportjait jellemz6é pKs értékeknél
joval alacsonyabb pH-n jatszodik le (5.1.2.1. tdbldzat), igy az Ag—S kotés kialakulasa
bizonyitott.

11
10
9
8
T 7
o
6
5 — Szabad PP
4 — Ag*-PP 1:1
3  —Zn?-PP05:1
2 ——i ——

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Now=/ Niig

5.4.2.1. abra: Az Ag’-PP kiilonb6zé fémion:ligandum aranyu rendszerek normalt titralasi gorbéi
(c,, =1,0x10° M, 1=0,1 M NaCIO,, T = 298 K)

A pH ~ 5,5-7 tartomanyban egy jabb 1épcso lathato a titralasi gorbén, mely az UV
titralasoknal megfigyelt valtozashoz hasonléan pKs ~ 6,5 értékkel jellemezhetd. Ez az érték
koriilbeliil egy pH egységgel alacsonyabb, mint a szabad ligandum cisztein oldallancainak
pK értékei (5.1.2.1. tablazat). A folyamatot jellemzo pKs érték az altalunk vizsgalt fémionok
kozott egyedi az egyértékli fémionra, s igy meghatarozd lehet a CueR fémion-szabalyzo

fehérje miikodésében.
5.4.3. CD spektroszkdpiai vizsgalatok az Ag*-PP rendszerben

Az pH-potenciometrids és UV spektroszkopiai mérésekkel joO egyezésben
megfigyelhetd, hogy savas pH-n a ligandum szignifikdns mennyisége fémionhoz kotott

formaban van (5.4.3.1. dbra).
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5.4.3.1. abra: Az Ag'-PP 1:1 fémion: ligandum aranyu rendszerben felvett pH fiiggé CD spektrumok.
Inzertben az ellipticitas valtozasa a pH-val A = 230 nm-en
(,p = 1,010* M, 1=0,1 M NaCIO,, I =1 mm, T = 298 K)
Ezt a szabad PP pH = 2,0-nal mért CD spektrumatol valo eltérés is mutatja. pH = 2,0-
5,3 kozott enyhe intenzitas-novekedés lathatd a A = 215-250 nm hulldmhossz-tartomanyban,
mely a szabad ligandum titrdldsdval megegyezden az aszparaginsavak deprotondlodéasat
kisér6é konformacio-valtozashoz rendelheté. A pH 6-8 kozotti ellipticitas-novekedés jelentds
konformacio-valtozashoz rendelhetd, tovabba pH 6-8 kozott a spektrumok sorozatan A = 218
nm-nél egy izodikroikus pont figyelhetd6 meg, amely két egymassal egyenstlyban 1évo

részecske jelenlétére utal.
5.4.4. NMR spektroszképiai vizsgdlatok az Ag*-PP rendszerben

Egy ekvivalens Ag*-ion jelenlétében mar pH = 2,0-n mért spektrumon lathato a jelek
kiszélesedése (5.4.4.1. dbra), mely a fémionnal vald kélcsonhatas eredménye. Hasonldan a
Hg*-PP rendszerhez, egy uj, széles jel kifejlodését tapasztaltuk o = 3,0-3,3 ppm
tartomanyban, a szabad ligandum Cys CgH, jeleihez képest magasabb ppm értékeknél. Ez
alapjan feltételezhetjiik, hogy a ciszteinek tiolcsoportjainak egy része koordinaldédik a
fémionhoz. Tovabba mivel az Asp CgH, rezonancidk a vizsgalt pH tartomanyban nagyon
hasonléak a szabad ligandum Asp CgH, jeleihez (F9 dbra), kijelenthetjiik, hogy — a Hg*-
komplexekhez hasonléoan — a karboxilcsoportok nem vesznek részt a koordinacioban.
Erdekes eredményeket kaptunk a pH novelésével, ugyanis az Asp egységek
deprotonalodasat kovetden egy a szabad ligandum Cys CgH; rezonancidjadhoz nagyon

hasonl¢ jelet lathatunk 6= 2,80-3,01 ppm tartomanyban (5.4.4.1. dbra inzert).
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5.4.4.1. dbra: Az Ag*-PP 1:1 fémion: ligandum arény rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyéban. Inzertben a pH = 6,0-nal mért Cys CgH, jelek dsszehasonlitasa fémion jelen
és tavollétében (CPP =1,3x10° M, H,0/D,0 = 90/10 %vl/v, | =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a tiolcsoportok egy része még protonalt formaban
van pH = 6,0-nal. Tovabba érdemes szemiigyre venni a ¢ = 0,8-1,6 ppm tartoméanyban az Ile
egység rezonancidit, ugyanis kivétel nélkiil megkettézddtek. Ag*-ionok jelenlétében az Ile
C,1H> rezonanciakbol lathatunk egy 6= 1,53 ppm értékkel valamint egy — a magasabb terek
iranyaba tolodott — o = 1,45 ppm értékkel jellemezheté multiplettet. Ennek magyarazata az
lehet, hogy pH = 6,0-nal a két tiolcsoport eltérd protonaldodasi allapota miatt kotési
izomereket latunk, és kozottiik a cseresebesség lasst.

Ezt kovetéen a pH = 6,01-nél elvégeztem Cys aminosavak CgH> jeleinek integralasat,
referenciaként a 0 = 2,65-2,79 ppm tartomanyban 1év0 két Asp Osszesen négy protonjahoz
tartoz6 CgH> jeleket hasznaltam. Az Ag*-ionhoz kotott Cys CgH> jeleibdl (3,01-3,29 ppm)
valamivel tobb, mint két proton, mig a szabad ligandum protonalt tiolcsoportjaval
szomszédos CgH, rezonanciaihoz hasonlo jelcsoportbol (2,80-3,01 ppm) pedig valamivel
kevesebb, mint két proton szamolhatd. Az eredmény azt mutatja, hogy ezen a pH-n a Cys
egységek nagyobb részt tiolatként kotdédnek a fémionhoz, mig egyre kevesebb a protonalt
tiolcsoportok aranya. Ez jo egyezést mutat az eddigi modszerekkel becsiilt pKs ~ 6,5
értékkel, miszerint pH = 6 felett a ligandum masodik tiolcsoportjanak deprotonalodasa
torténik. A pH novelésével a Cys CgHy kotott és szabad-szerli rezonancidi egyre kozelebb
keriilnek egymashoz, mig pH = 8,8-ndl koaleszcencia torténik, vagyis ezek a jelek
Osszeolvadnak (5.4.4.1. dbra).
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Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a pH = 6-nal megfigyelt kotési izomerek kozotti
lassu csere a masodik tiolcsoport deprotonalodasaval parhuzamosan felgyorsul. Hasonld
jelenség feltételezhetd az Ag™-EC 1:1 fémion: ligandum aranyd rendszerben is, azonban a
jelek pontos aszignacioja a jelentds vonalszélesedés miatt nehéz.

Az Ag'-ionnal torténd vizsgalatok eredményeit dsszefoglalva elmondhatd, hogy a pH
6-8,8 kozott lejatszodd folyamatot jelentSs szerkezetvaltozas kiséri. Az "H NMR mérések
alapjan azt mondhatnank, hogy savas korilmények kozott csak egy tiolatcsoport
koordinalédik a fémionhoz, majd pH 6,0-8,8 kozott a masodik tiolcsoport
deprotonalodasaval képzddhet a {2xS } tipusi komplex. Ebben a pH tartoményban a
lugfogyasztdé folyamatot az pH-potenciometridas mérések is aldtdmasztjadk, azonban az
elektrongerjesztési  spektrumok az NMR mérésekhez képest valamelyest eltérd
kovetkeztetésekhez vezetnek. A pH = 3,0-5,5 tartoményban a szabad PP-hez képest
tapasztalt abszorbancia-névekedés azt sugallja, hogy a ligandum mindkét kéntartalma
donorcsoportja koordinalddik. Elképzelhet6 lehet tehat egy olyan koordinacios mod, ahol a
ligandum Cys aminosavjainak tiolcsoportjai koziil az egyik még protonalt formaban van, és
igy kotddik a fémionhoz. A protonalt tiolcsoport Ag’-koordinalédasa ritka, azonban van ra
példa [135]. A {2xS"} tipust koordinacio az UV-, és CD-mérések alapjan is csak ligos
kortilmények kozott alakul ki.

Kovetkeztetéseink  alapjan  dan  egylittmiik6dd  partneriink  kvantumkémiai

szamitasokat végzett, melyek célja az volt, hogy kideritsiik, milyen hatdsa lehet a fehérje

5.4.4.3. abra: Az Ag*-CueR kisérletileg meghatérozott kristalyszerkezete (1Q06) [2] a CueR geometriailag
optimalizalt fémionkdtd régiojaval atfedésben abrazolva (A: *?Cys deprotonalt oldallanci tiolcsoporttal és B:

12Cys protonalt oldallanci tiolcsoporttal.)
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Az optimalizalas soran kizéarolag a szinnel jelzett atomok, a ***Cys és *°Cys, az Ag*-
meghatarozott szerkezethez nagyon hasonld eredmény sziiletett, amikor a szamolasokban
mindkét cisztein deprotonalt formaban volt jelen a fémkoté régidban (5.4.4.3. dbra, A).
Azonban ha a ™2Cys protonalt (5.4.4.3. dbra, B), jelentdsen megvaltozik a fémion
koordinécids kornyezete, ugyanis ez a csoport a ''Ser alegységet 0,2-0,4 A-mel kozelebb
»huzza” a fémkotd helyhez. Ezen kiviil jelentésebb véltozas a kisérletileg meghatarozott
szerkezethez képest nem tortént. Ezek alapjan a fehérjében is elképzelhetd, hogy egy
protonalt tiolcsoport koordinalodasa jelentds szerepet jatszik az egyértékii féminokra valo

szelektivitasban, a fémionok érzékelésében.
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6. Osszefoglalas

A bakteridlis fémion-homeosztazisban fontos szerepet jatszanak a transzkripcios
regulatorfehérjék. A fémkotd régidjuk szerkezetének eltérései teszik Oket szelektivvé a
fémionokkal szemben. Ilyen szabalyoz6 molekuldk a Hg2+-érzékeny MerR, Zn**-szelektiv
fehérjék. Disszertaciomban két bakterialis eredetii CueR fehérje fémkotd doménjét és annak
variansait vizsgaltam peptidmodelleken keresztiil.

A ligandumok sikeres eléallitasat kovetden egy-, illetve kétértékli fémionokkal
végeztiink méréseket. Vizsgélataink soran azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6zé geometridji
komplexek képzodése a fémion karakterén til, a ligandum nagyfoki szerkezeti
flexibilitasatol is fiigg.

A modellpeptidek vizsgalatai alapjan fiziologias pH-n dominans részecske ML
Osszetételll. Megallapitottuk, hogy ebben a komplexben a dodekapeptidek egy hurkot
képezve, a “Cys és Cys részvételével kotédnek a vizsgalt kétértékii d*° fémionokhoz,
hasonléan a fehérje fémkotd részéhez. Sikeresen bizonyitottuk, hogy mig a Zn®*- és Cd**-
ionok koordinalasdban a peptidekben jelenlévd Asp aminosavak karboxilatcsoportjai is részt
vesznek, addig Hg”*-ionok jelenlétében kizarolag {2xS} tipust kétés alakul ki, amit PAC
spektroszkopiaval is igazoltunk. A Hg2+-peptid rendszerekben 2:1 fémion:ligandum arany
esetén tobbmagvu komplexek is képzOddhetnek, amit a PAC spektroszkopiai vizsgalatok
mellett CD és "H NMR mérésekkel is megerdsitettiink.

A ZnL és CdL torzskomplexeinek deprotonalodasa lugos kozegben ZnH- L, ill.
CdH_|L 0Osszetételti részecskék kialakulasahoz vezet, melyet a fémionok részleges
hidroliziseként, azaz hidroxo-vegyesligandumti komplexek képzodéseként értelmeztiink.
Zn*-ionok esetében ezek a folyamatok mar pH = 8 koriil megkezdddnek, mig a CdL
hidrolizise csak pH = 9 felett jatszodik le.

A Dbakterialis fémion-homeosztazisban résztvevd tobb olyan fehérje is ismert,
amelyekben az atmenetifém-ionokhoz ketténél tobb tiolatcsoport koordinalddik. Ilyen
példaul a MerR fehérje, melyben a Hg2+-i0n0khoz harom cisztein kapcsolodik trigonalis
geometriat kialakitva. Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy valtozik-e a képz6dd komplex
szerkezete ¢€s stabilitasa a ligandumfelesleg alkalmazasa mellett potencialisan koordinalodé

tovabbi ciszteinek hatasara.

92



Fémion:ligandum 0,5:1 arany mellett pH-potenciometrids mérésekkel, valamint UV-
és NMR spektroszkopiaval a Cd**-, és Zn*'-tartalmu rendszerekben biszkomplexek
képzodését tudtuk bizonyitani. Mig a CdL, pH = 10 felett is uralkodé részecske, addig a
ZnL, komplex bazikus koriilmények kozott a ZnH-jL részecskévé alakul. Ennek oka
valoszinlileg az, hogy a Zn* -ionok szdmara a {4xS } tipusu koordinacid kisebb stabilitast
biztosit, mint a Cd**-komplexekben, s ezért a ligandumfelesleg nem képes meggatolni pH =
8 felett a Zn**-ionok részleges hidrolizisét. A ligandumfelesleg hatasat Hg”*-ionokat
tartalmazd mintakban is megvizsgaltuk, azonban az oldatszerkezet-vizsgalatok alapjan
biszkomplexek képzddését nem tapasztaltuk.

A hisztidint tartalmazo6 peptid vizsgalataval tanulmanyozni tudtuk egy ujabb, eltérd
tipusi potencidlis donorcsoport hatasat a képz6dé komplexek szerkezetére, illetve
stabilitasara. A fémionokhoz kapcsoldédo hurok, a Hg2+-ionok kivételével, minden esetben a
hisztidin imidazolcsoportjanak koordindcidjaval egésziil ki, amit tobb szerkezetvizsgdlo
modszerrel is igazoltunk. Ezek alapjan az ML torzskomplexekben a peptid {2xS", Nim, X}
tipust koordinacioval kotddik a fémionokhoz, amelyben X jelolhet Asp karboxilatcsoportot,
valamint koordinalodé vizet egyarant. Erdekes modon a szekvencia modositasa csak a Zn**-
komplexek stabilitasaban okozott kismértékii novekedést, azonban a Cd*'-komplexek
stabilitasa az aminosav-csere kovetkeztében nem véltozott. Ez a Zn**-ionoknak a hisztidin
imidazol nitrogén-donoratomjahoz val6 nagyobb affinitasaval magyarazhato. A hisztidin
koordinacioja mindkét fémion esetén eldsegiti (alacsonyabb pH felé tolja) a hidroxo-
vegyesligandumu komplexek képzOdését, Osszevetve a hisztidint nem tartalmazo
peptidekkel.

Meéréseink alapjan a kétérteki d™ fémionok peptidkomplexeit vizsgalva a kovetkezd
stabilitasi sorrend allapithato meg: Hg®* >> Cd?* > Zn?*. A Hg*'-komplexek stabilitasarol
csak kozvetett modszerrel tudtunk informdacidt nyerni a rendkiviil erés kolcsonhatas miatt.
Az egyik vegyiilet Hg”*-kotésére meghatarozott latszolagos stabilitasi allando (IgK’ = 25,7;
pH = 2,0) a Hg*-ionok kiemelkeds affinitasat tiikrdzi a ligandum tiolcsoportjaihoz,
sszevetve a Cd*'- és Zn”"-ionokkal. Ennek tiikrében meglepd, hogy a Hg?*-ionok a CueR
fehérjében még a kialakitott erds kolcsonhatas ellenére sem képesek olyan valtozasokat
indukalni, melyek beinditanak a transzkripcio folyamatat.

A CueR egyértekli fémionok érzékelésére alkalmas fehérje fémkotd doménjének
modellvegyiiletei valtozatos szerkezettel jellemezhetd és stabilis komplexeket képeznek

kétértekii d*° fémionokkal.
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Mig a Hg2+-komplexekben kivétel nélkiil torzult linedris geometria a meghatarozo,
addig Cd** ¢és Zn®*-ionok esetében a tetraéderes szerkezet kedvezményezett. Az
Osszehasonlitas érdekében a dodekapeptidek Ag'-ionokkal alkotott komplexeit is
megvizsgaltuk.

A HgZ+-i0nokhoz hasonldan a peptidek mar savas pH-n (pH < 2) is kotddnek az Ag’-
ionhoz. Vizsgalataink sordn azonban meglepd eredményre jutottunk, ugyanis a ligandumok
két tiolcsoportjanak szignifikdnsan kiilonbdzd az affinitisa Ag'-ionhoz, ellentétben a
kétértéki fémionokkal. Spektroszkopiai vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy egy ekvivalens
fémion jelenlétében pH ~ 7-ig a ciszteinek tiolcsoportjainak csak egy része kotddik
tiolatként, a Hg* -ionnal is tapasztalt {2xS™} tipust koordinaci6 csak a fiziologias pH felett
valik uralkod6va. Az alatt azonban akar protonalt tiolcsoport koordinacidja is lehetséges.

A CueR fémion-szabalyzo fehérje szelektivitasat tekintve egy protondlt formdban
koordinal6dé tiolcsoport jelenléte tovabbi hidrogénkotések kialakitasaval jelentdsen
befolyasolhatja a fémionkoté domén szerkezetét, ami kulcsfontossagu lehet a fémion-

szelektivitas kialakuldsaban.
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/. Summary

Transcriptional regulator proteins play an important role in the bacterial metal-ion
homeostasis. The metal ion selectivity of these proteins is due to the structural differences
observed in their metal binding domains. Representation of such proteins are e.g. the Hg**-
sensitive MerR, Zn?*-selective ZntR or the copper-regulator CueR protein, which is selective
for monovalent metal ions such as Cu®, Ag®, Au®. My dissertation presents the investigation
of the metal binding domain of two bacterial CueR proteins and their variants through
studies of model peptides.

After successful synthesis of the ligands, various measurements with mono-, and
divalent metal ions were carried out. It was found, that the formation of complexes with
different geometry depends not only on the characterisctics of the metal ions, but the high
structural flexibility of the ligands, too.

At physiological pH the parent complex ML was shown to be the dominant species,
in which the dodecapeptides form a loop and bind to the divalent d*® metal ions through
thiolate moieties of the 2Cys and °Cys residues. This sturcture is very similar to the metal
bindig site of CueR, where the Cu*/Ag*-ions are coordinated by two cysteines in a linear
coordination geometry. We successfully demonstrated that the carboxyl groups of Asp
amino acids take part in the coordination of Zn**- and Cd**-ions, but observed no sign for
the participation of any other side chain donors than those of the two Cys residues in Hg*'-
coordination. The {2xS°} type coordination mode in the Hg?*-species was also supported by
PAC spectroscopy. Furthermore, polynuclear complexes can be formed, when the Hg**-ions
are in twofold excess over the peptide. These findings have been demonstrated by PAC-,
CD- and NMR measurements.

The deprotonation of ZnL and CdL complexes led to the formation ZnH-,L and
CdH-,L species. This is most likely associated with the deprotonation of a water ligand,
leading to mixed hidroxido complexes better described as M(OH)L. The pK, value
determined for the ZnL complex is ca. 1.0-1.5log units smaller than that of the Cd**
analogue.

There are several proteins participating in bacterial metal ion homeostasis, in which
the transition metal ion is coordinated by more than two Cys thiolate groups. An example is
provided by the MerR protein, in which the Hg**-ion is bound to three thiolates from three

Cys residues. One of the donor gruops belongs to the second monomer of the dimeric
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functional unit. Accordingly, we investigated whether the presence of ligand excesss has any
effect on the stability and the structure of the complexes, i.e. whether further cysteines from
the second ligand can bind to the metal ions. Formation of bis ligand ZnL, and CdL,
complexes have been demonstrated by pH potentiometric titrations, and UV- or NMR
spectroscopy. Whereas the CdL, complex is dominant species above pH ~ 10, the ZnL,
complex transforms to ZnH_;L species under alkaline condition. This suggests that the
tetrathiolate coordination provides less stability in Zn®* in comparison with the Cd**-
complexes. Therefore, the use of ligand excess is not able to prevent the partial hydrolysis of
Zn**-ions under alkaline condition. In contrary, formation of HgL, complex with {4xS}
coordination-type was not observed, as confirmed by UV- and NMR spectroscopy.

To explore the effect of another type of potential donor group on the structure and
stability of the complexes, a histidine residue has been introduced in the peptide sequence.
We have confirmed by several spectroscopic techniques that the His imidazole moiety
participates in the formation of the loop structure in Zn**-, and Cd**-complexes, unlike to the
Hg?*-containing species. Based on this, the {2xS~,Nim,X} coordination type was suggested
for the ML species, where the X may be a carboxylate group from Asp residue or a
coordinated water molecule.

Interestingly, the substitution of a *Pro to ®His caused only a slight increase in the
stability of Zn®*-complexes, while the stability of CdL complex did not change. This can be
explaned by the different affinity of the Zn?**- and Cd**-ions to the nitrogen donor atoms.
The deprotonation of the bound H,O in M(HS) complexes occurs at a somewhat lower pH
compared to the ML complexes of PP and PS ligands, containing no His residue, indicating
that the latter promotes the formation of M(OH)L species.

In general, the stabilities of the studied d*° transition metal ion complexes decrease in
the Hg®* >> Cd** > zZn*" order. We determined the apparent stability constant of Hg(PS)
complex by an indirect method to be IgK” = 25.7 at pH = 2.0, reflecting the outstanding
affinity between Hg?*-ion and thiolate moiety of Cys residues. In this context, it is surprising
that the Hg**-ion does not induce protein-mediated transcription in CueR.

The peptides, inspired by the metal ion binding domain of the CueR protein, are
shown to efficiently bind divalent d'° metal ions, with diverse coordination modes. While the
Hg?* forms a loop structure every time with linear coordination geometry, Zn*- and Cd**-
ions favored tetrahedral structure.

To compare the coordination properties of mono-, and divalent d'° metal ions, Ag*-

peptide complexes have been investigated, too. The pH-metric titrations, UV-, CD-, and
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NMR-spectroscopies showed, that the peptides bind Ag*-ions even at low pH (pH < 2.0),
similarly to Hg**-ions. However, unexpectedly we found that the affinities of the two thiol
groups of the peptides have significantly different affinty to the Ag’-ion. Based on
spectroscopic studies we demonstrated, that only a fraction of the thiolate groups bound to
the metal ion below pH ~ 7.0. The {2xS} type coordination found with Hg?*, was only
observed above the physiological pH in the presence of one equivalent Ag*. We suggest that
one of the two Cys residues coordinates to the metal ion via protonated thiol group below
that pH.

The interaction of the metal ion with protonated thiol may significantly affect the
hydrogen bonding network within the metal ion binding loop and thus, the metal ion

selectivity of metalloregulatory CueR protein.
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Szeretnék koszonetet mondani Kiss Tamasnak, az MTA-SZTE Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoport vezet6jének, hogy lehetdséget biztositott szamomra, hogy a Szervetlen és
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Koszonetet szeretnék mondani minden baratomnak, akik az elmult években
mellettem voltak.

Végiil, de nem utols6 sorban haldval tartozom sziileimnek, testvéreimnek és
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elvégezzem.

109



11. Fiiggelék

F1. abra: A PP peptid pH-fiiggdé UV spektrumai, valamint a 4 = 230 nm-nél abrazolt A vs. pH gorbe
(CPP:1,0X1074 M, 1 =0,1 M NaClO,, | =10 mm, T = 298 K)
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F2. abra: Az EC peptid pH-fiigg6é UV spektrumai, valamint a 4 = 230 nm-nél abrazolt A vs. pH gorbe
(cEC:1,0x1o*4 M, 1=0,1 M NaCIO,, | =10 mm, T = 298 K)
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F3. abra: A PS peptid pH-fiiggé UV spektrumai, valamint a 4 = 230 nm-nél abrazolt A vs. pH gérbe
(Cpszl,OXIO_4 M, 1 =0,1 M NaClOy, I =10 mm, T = 298 K)
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F4. abra: A HS peptid pH-fiiggé UV spektrumai, valamint a A = 230 nm-nél abrazolt A vs. pH gorbe
(CHS=1,O><1074 M, 1=0,1 M NaClO,, | =10 mm, T = 298 K)
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F5. abra: A szabad PS egydimenzios "H NMR spektrum cstcsainak azonositasa az alifas hidrogének
tartoményéban (C_ = 3,1x10°° M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 3,73, T = 298 K)

2 2)le
lle CgH
823
210Cys; 3Pro CpHs
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47GI p2 C,H
y e Y 12 CgH,
6
G|I_|n SPro
/" 2 CoHe a7y
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|

A szabad PS egydimenziés "H NMR spektrum csticsainak azonositasa az aromas hidrogének tartomanyéban
(c.s= 3,1x10"% M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,4, pH = 3,73, T = 298 K)

5%Asp
NH

1811Ger
NH 2]le

’/ / N Zlle 12)|e
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8,5 8,0 7,5 7,0
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A PS ligandum 'H rezonanciait jellemzé kémiai eltolodas értékek (5/ ppm) a megfeleld aminosavakhoz
rendelve (pH = 3,73) Ac-Ser-Cys-Pro-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Ser-lle-NH,

Aminosav NH C,H CgH> Egyéb csoportok

181ger 8,22, 8,31;8,37 4,43-4,52 3,84-3,94

>10Cys 8,26 58,39 455;~4,85  2,85-3,03

*Pro 4,42 1,98; 2,32 C,Hy: 2,01-2,12
CsH.: 3,75; 3,81

“Gly 8,41; 8,45 3,95-4,02

>*Asp 8,26; 8,57 ~4,77,~4,78 2,85-3,03

GIn 8,42 4,35 2,02; 2,18 C,H,: 2,39
N.H,: 6,86; 7,49

Plle 8,07 4,19 1,88 C,H,: 1,20; 1,47;

C,oHs: 0,94; CsH3: 0,88;
CO-NH,: 7,12; 7,62
CH;-CO 2,06
Gly: CoHy; lle: CgH
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F6. abra: A szabad HS egydimenziés "H NMR spektrum csiicsainak beazonositésa az alifas hidrogének
tartoméanyéban (C_ = 3,5x10°° M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | = 0,1 M NaClO,, pH = 5,37, T = 298 K)
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A szabad HS egydimenzios 'H NMR spektrum cstcsainak beazonositésa az aromas hidrogének tartomanyéban

(6= 3.5%10"° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, 1 = 0,1 M NaClO,, pH = 5,37, T = 298 K)
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A HS ligandum *H rezonanciait jellemzé kémiai eltolodas értékek (5/ ppm) a megfelelé aminosavakhoz
rendelve (pH = 5,37) Ac-Ser-Cys-His-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Ser-lle-NH,

Aminosav NH CH? CgH. Egyéb csoport
1
Ser 8,34
SSer 8,24 4145_4152 3,83'3,97 -
User 8,46
*His ~4,77 3,22; 3,35 C.H: 8,59; CsH: 7,33
2
Cys 8,46 2,94
°Cys 8,32 4,53-4.59 2,98
4
Gly 8,41
Gly 8.49 4,00-4,06 - -
5
Asp 8,37
Asp 8.48 4,63-4,71 2,66-2,83
CH,: 2,42
’GlIn 8,47 4,38 2,06; 2,22 v
N.H,: 6,85 és7,54
Cylel 1,22 éSl,SO
Plle 8,01 4,20 1,91 C,2Ha: 0,96; CsH3: 0,90
CO-NH,: 7,13 657,61
CHs-CO - - - 2,10

Gly: C,Hy; lle: CgH
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F7. tablazat: A PP ligandum "H rezonanciait jellemz6 kémiai eltolodas értékek (5/ ppm) a megfeleld
aminosavakhoz rendelve (pH = 4,95) Ac-Ser-Cys-Pro-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Ser-1le-NH,

Aminosav NH C.H CpgH> Egyéb csoport
'Ser 8,35
SSer 8.2 4,45-4,51 3,81-3,95 -
2
Cys 8,52
9Cys 818 4,85 2,80-3,01 -
1,89-1,97 C,Hz: 1,97-2,01
31Pro - 4,39-4,45 e v
2,25-2,36 CsHy: 3,72-3,81
‘Gly 8,46 3,98 ] ]
‘Gly 8,48 4,01
*Asp 8,17
Asp 8.49 4,61-4,69 2,64-2,79 -
*GIn 8,44 4,35 2,03 és2,21 CiHa: 240
N.H,: 6,84; 7,54
CaH,: 1,23; 1,53
Plle 8,19 4,13 1,85 C.oH3: 0,96; CsHs: 0,89
CO-NH,: 7,11; 7,65
CH5-CO 2,07

Gly: C,Hy; lle: CgH

F8. abra: Egy fémiont nem tartalmazé HS minta idéfiiggd, pH = 3,91-nél mért "H NMR spektrumanak részlete
lathaté (a minta nem volt argon atmoszféra alatt). A Cys CgH, jelek intenzitasa az id6 elteltével fokozatosan
csokken, ezzel parhuzamosan pedig mar 220 perc-nél 0 jelcsoport megjelenést tapasztaltuk. Az uj jelek
intenzitasa (0 ~ 3,0-3,1 ppm tartomany) az id6 elrehaladtaval fokozatosan novekszik. Emellett mind az Asp,
mind a His CgH, jelcsoportoknal, valamint az aromas tartomanyban a His C.H és Cs,H jelein is tapasztalunk
valtozasokat, ami legféképpen az emlitett aminosavak oxidalodd ciszteinekhez valdo kozelségével
magyarazhato. (CHS:l,4X1073M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,4, pH = 3,91, T = 300 K)
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F9. abra: A szabad PP pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének tartomanyaban
(€= 1,3x10°° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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F10. abra: A szabad PS pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének tartoményaban
(c.= 1,3x10"% M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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F11. abra: A szabad EC pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az alifas hidrogének tartomanyaban
(c.= 1,1x10"° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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F12. abra: A Zn**-PP (bal) és Cd**-PP (jobb) kiilonb6z8 fémion:ligandum aranyu rendszerek normalt titrélasi
gorbei (¢, = 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

11 11
10 10 +
9 9
8 8
57 57 —0:1
6 6 —0,5:1
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F13. abra: A Zn**-HS (bal) és Cd**-HS (jobb) kiilonbz6 fémion:ligandum aranyu rendszerek normalt titralasi
gorbei (¢, = 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)
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F14. abra: Zn**-PP és a Cd**-PP 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek A vs. pH g0rbéi az eloszlasi
diagramokkal dsszevetve (CPP =1,0x10*M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)
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F15. abra: Zn**-PS és a Cd**-PS 1:1 fémion:ligandum aranyi rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal 6sszevetve (Cps =1,0x10* M, 1=0,1 M NaClOy, | =10 mm, T =298 K)
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F16. abra: Zn**-HS és a Cd**-HS 1:1 fémion:ligandum arény rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal 6sszevetve (CHS =1,0x10*M,1=0,1 M NaClQ,4, I =10 mm, T = 298 K)
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F17. abra: Zn*-PP (bal) és a Cd**-PP (jobb) 1:1 fémion:ligandum ardnyti rendszerek pH-fiiggd UV
spektrumai (c,, = 1,0x10 * M, 1 = 0,1 M NaCIO,, I = 10 mm, T = 298 K)

2,0 ~ 2,0 ~

1,6 - 1,6 -

1,2 A 1,2 A

< <

0,8 A 0,8 -

04 1 pH=3-11 04 1 pH=3-11
0,0 T T T 1 0,0 T T T T 1

200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm

F18. abra: Zn®-PS (bal) és a Cd*-PS (jobb) 1:1 fémion:ligandum aranyt rendszerek pH-fliggd UV
spektrumai (cpS =1,0x10* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 4 2,0

1,6 - 1,6

1,2 A 1,2 A

< <

0,8 1 0,8 -

0,4 | E= 3-11 0'4 i pH=3-11
0,0 T T R | 0,0 T T T T 1

200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm

F19. abra: Zn*-HS (bal) és a Cd**-HS (jobb) 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek pH-fiiggé UV
spektrumai (c,, = 1,0x10* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 4 2,0 -
1,6 - 1,6
1,2 A 1,2 A
< <
0,8 1 0,8 -
pH =311
0,4 1 0,4 -
0,0 T — T T 1 0,0 T T T T — 1
200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm
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F20. abra: Zn**-PP és a Cd**-PP 0,5:1 fémion:ligandum aranyi rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal dsszevetve (CPP =1,0x10*M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

100 1 Zn2+ ZnL 1,2 100 1
4 a AA !
80 - AZnH,L 80 -
] L 1,0
& 1 & 60
N F08g O g
R 40 4 S X 40 -
] \/
ZnHL A , 20 1
0
3

F21. abra: Zn**-PS és a Cd**-PS 0,5:1 fémion:ligandum arany( rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal 6sszevetve (Cps =1,0x10* M, 1=0,1 M NaClOy4, | =10 mm, T= 298 K)

100 - s Z0L - 1,3
80 | ]
A ZnH,L
% J AznH,L /|
& 60 1 0,9 >
N A &
R 40 4 A L 0,7°
A ZnL2
20 ZnHL > L 0,5
ZnHL
O A T T T 1 T T T 0,3
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

F22. abra: Zn**-HS és a Cd**-HS 0,5:1 fémion:ligandum arany( rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal 6sszevetve (CHS =1,0x10*M,1=0,1M NaClOy, | = 10 mm, T= 298 K)

100
80

60

% Zn2*

40

20
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F23. abra: Zn*-PP (bal) és a Cd*-PP (jobb) 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszerek pH-fiiggs UV
spektrumai (c,, = 1,0x10 * M, 1 = 0,1 M NaCIO,, I = 10 mm, T = 298 K)

2,0 ~ 2,0 +
1,6 + 1,6 4
1,2 A 1,2 A
< <
0,8 4 0,8 -
pH=3-11 pH=3-11
0,4 - 0,4
0,0 T T 0,0 T T T T 1
200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm

F24. abra: Zn®-PS (bal) és a Cd**-PS (jobb) 0,5:1 fémion:ligandum aranya rendszerek pH-fiiggs UV
spektrumai (cPS =1,0x10* M, 1 = 0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 +
2,0 ~
1,6 4
1,6 4
1,2 4
< 1,2 4
08 <
' 0,8 1
04 pH=3-11 0.4 1 pH=3-11
0,0 T T T == 0,0 T T T 1
200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm

F25. abra: Zn®**-HS (bal) és a Cd**-HS (jobb) 0,5:1 fémion:ligandum aranyt rendszerek pH-fiiggd UV
spektrumai (c, . = 1,0x10* M, I =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 ~ 2,0 ~
1,6 4 1,6
1,2 A 1,2
< <
0,8 4 0,8 -
0,4 - 0,4 4
0,0 0,0 T T —
200 200 220 240 260 280 300

Alnm
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F26. abra: Zn”*-EC és a Cd**-EC 1:1 fémion:ligandum aranyi rendszerek eloszlasi diagramijai
(I 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

100
80

60

% Zn2*

40

20

F27. abra: Zn**-EC és a Cd**-EC 1:1 fémion:ligandum arény rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal 6sszevetve (CEC =1,0x10* M, 1=0,1 M NaClOy, | =10 mm, T =298 K)

100
80
60
40

20 A

F28. abra: Zn’*-EC (bal) és a Cd**-EC (jobb) 1:1 fémion:ligandum ardnyu rendszerek pH-fiiggé UV
spektrumai (cEC =1,0x10* M, I =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 1 2,0 ~

1,6 A 1,6 A

1,2 A 1,2 A

< <

0,8 - 0,8 -

0,4 - pH=3-11 04 1 pH=3-11
0,0 = T T E— 0,0 T T T T .

200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300

Alnm Alnm
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F29. abra: Zn**-EC és a Cd**-EC 0,5:1 fémion:ligandum arany rendszerek eloszlasi diagramjai
(Cc = 1,0x10° M, 1 =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

F30. abra: Zn*-EC ¢és a Cd**-EC 0,5:1 fémion:ligandum arényi rendszerek A vs. pH gorbéi az eloszlasi
diagramokkal sszevetve (CEC =1,0x10"*M, 1=0,1 M NaClOy4, I =10 mm, T = 298 K)

100
80

60

% Zn2*

40

20

F31. abra: Zn*-EC (bal) és a Cd**-EC (jobb) 0,5:1 fémion: ligandum aranyu rendszerek pH fiiggd UV
spektrumai (cEC =1,0x10* M, I =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

2,0 ~ 2,0 ~

1,6 - 1,6 -

1,2 A 1,2 A

< <

0,8 A 0,8 A

0’4 i pH=3-11 0’4 i pH=3-11
0,0 T T T T ! 0,0 T T =

200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Alnm Alnm

122



32. abra: A Zn?*-PS 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az alifas
hidrogének tartomanyaban (¢, = 1,3x10"° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

2,10 59
Cys CgH, Y Asp CgH, 12|e CpHs  12le CyHs

—£ 2lle C,H,

10,22

9,28

8,67

7,67

6,52

5,62
e lv 4,65
A o~ JVL_381
0 18 16 14 12 10 0,8 pH
S/ ppm

30 28 26 24 22

N

F33. abra: A Cd**-PS 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyéban (= 1,3x10% M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

210Cys CgH >9Asp CyH 12

P P 2lle C H, |© O e c i,
7N y 11,01

I '
? 10,18

? 9,23

r 8,51

7,50

h 6,38

yv 5,90

‘ “ 5,24

, "‘ 4,56
|w 3,90

30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 0,8 pH

S/ ppm
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F34. abra: A Zn**-HS rendszerben felvett '"H NMR spektrumok részlete. Kék: szabad HS, Zéld: Zn**-HS
05:1, Piros: Zn**-HS 111 (¢, = 13x10°* M, H,0/D;0 = 90/10 %viv, I = 0,1 M NaClO,, pH = 5,5, T = 208 K)

YUV WY U SN VA Y

&/ ppm

F35. abra: A Cd**-PS 0,5:1 fémion:ligandum aranyt pH-fiiggé *H NMR spektrumainak részlete az alifas
hidrogének tartomanyaban (Cps: 1,3x107* M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K

210Cys CR‘H2 ;v9Asp CgH,
—i lle C,1H, lle C,,H; 12910 C;H,

W &
AN N e

L\/\ 10,15
_/\__./’[\.Mu"W\J

L\N 9,50
M«_}"‘MJ

\\/\ 8,96
NN e 8,21
/L/\/\_j\wv\_)& 7.53
N S~ o 6,72
w\/\,}l\k o 6,17
/\A/\_/\V\JL\M o 5,49
N W, SN 4,73
e
i S — L“W\ 2,15

30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 pH
8/ ppm

F36. abra: A Zn**-EC 1:1 fémion:ligandum arény rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban (CEC= 1,l><1073 M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | =0,1 M NaCIlQ,4, T = 298 K)

18Ala CygH,
210Cys CgH,  389Asp CgH, N

Hlle CoHs a6 i,
9,83
8,87
7,90
7,33

6,04

ML/\_JJM&@

30 2.8 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 pH
S/ ppm

|
i
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F37. abra: A Cd**-EC 1:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részlete az
alifés hidrogének tartomanyaban (C__= 1,1x10°° M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

L8Ala CyH,
5,6,9
P

210Cys CgH, Asp CgH, N e C oM
I_‘ﬁ

\ — lle C4H,
f_%

9,92
MJWZSS

8,99

8,03

—

WGJS

e
P Y

3,99
Y AN JL/__,\,MJK,MO
30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 0,8 pH

S/ ppm

F38. abra: A Zn**-EC 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggd "H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban (CEC= 1,12><1073 M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, 1 =0,1 M NaClO,4, T = 298 K)

1,8
210Cys CH,  589Asp CyH, Ala Cyhs

\ 12
\ J/ ™ e CoHy e
N_)L_J/Mglgs

9,05

7,97

30 28 26

24 22
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F39. abra: A Cd**-EC 0,5:1 fémion:ligandum aranyu rendszer pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartoméanyaban (C__.= 1,1x107* M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, 1 = 0,1 M NaClO,, T = 298 K)

18Ala CgH,
210Cys CgH, 369Asp CgH, N1

/\\/\—\,/\/J e Celt \lle CsHy

——

wagl
8,90

7,97

7,50

/\/\MWS 92
/\A\_&_J\MMA\,;%
MJMMWgSE
MLMMA\_&SS

30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 pH
8/ ppm
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F40. abra: Hg®*-PS 1:1 (bal) és a Hg**-PS 0,5:1 (jobb) fémion:ligandum ardnyt rendszerek pH-fiiggé UV

spektrumai (c

bs = 1,0x10* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

pH =3-11

2,0 2,0 1

1,6 1 1,6 1

1,2 - 1,2 |

< <

0,8 - 0,8 -

04 - P34t 0,4 1

0,0 x x e — 0,0
200 220 240 260 280 300 200

Alnm

220 240 260 280 300
Alnm

F41 abra: Hg®*-EC 1:1 (bal) és a Hg**-EC 0,5:1 (jobb) fémion: ligandum aranyG rendszerek pH fiiggd UV

spektrumai (cE c

=1,0x10* M, 1 =0,1 M NaClO,, | = 10 mm, T = 298 K)

&311

2,0 2,0 ~

1,6 - 1,6 -

1,2 1,2

< <

0,8 1 0,8 A

0.4 - 04

0,0 T T T nx — 1 0,0
200 220 240 260 280 300 200

Alnm

220 240 260 280 300
Alnm

F42 abra: A Hg?*-PS 1:1 fémion: ligandum aranyi rendszer pH-fiiggd *H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban (CPS= 1,3x107° M, H,0/D,0 =90/10 %v/v, 1 =0,1 M NaClQ,4, T =298 K)

5,9 12
210Cys CyH, % Asp CgH, Y lle C,oH; 121le CH,
\ — HeC
MM_J‘\/\/\J / \ 11,07
MJV\J 9,74
M«_J‘uv\_] 7.08
,/-Am j\l\/\J 5,73
I WA J"n‘\ J\f\/\J 4,20
M 3,03
ML\A 1,91
‘34 30 26 22 18 ~ pH

S/ ppm
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F43 abra: A Hg®*-PS 0,5:1 fémion: ligandum aranyt rendszer pH-fiiggd 'H NMR spektrumainak részlete az
alifas hidrogének tartomanyaban (CPS =1,3x10* M, H,0/D,0 = 90/10 %vi/v, | =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

>9Asp CgH, 2lle C,H,
— lle C,H,

210Cys CgH,

8,18

7,55

574

3,98

2,03
34 3,0 2,6 2,2 1,8 1,4 1,0 pH
8/ ppm

F44 abra: A Hg?*-EC 1:1 fémion: ligandum aranyu rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumainak részlete az
alifés hidrogének tartoméanyéban (c__ = 1,1x10"% M, H,0/D,0 = 90/10 %v/v, | =0,1 M NaClO,, T = 298 K)

L8Ala CzH
pri3
210Cys CgH, >9Asp CyH, N, e CoH;

e
MUMLN,OS
w 8,10
ML\/MZSO
w 6,03
W 491
w 3,93
_AM 3,52
e A—/J P 2,01

3.4 3.0 266 22 18 14 10  pH
8/ ppm

2lle C3H,4
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F45. abra: Molaris UV spektrumok a Hg?*-1” rendszerben

104/ M1lcm1

265 290 315 340 365 390
Alnm
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