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Polidentat tripodalis ligandumok biomimetikus fémkomplexei
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1. Bevezetés

A nativ enzimekhez hasonld aktivitassal, szelektivitassal
és/vagy mukodési  mechanizmussal rendelkezd  kis
molekulatdmegli fémkomplexek vizsgalata mind elméleti (a
metalloenzimek miikddésének jobb megismerése), mind
gyakorlati (bioutanzé katalizatorok/ mesterséges enzimek)
szempontbol értékes eredményeket szolgaltathat. A Szegedi
Tudomanyegyetem  Bioszervetlen = Kémiai  kutato-
csoportjaban (TTIK, Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszék) a kis molekulatomegti biomimetikus katalizatorok
fejlesztése 15-20 éves multra tekinthet vissza. Az elsd
idokben tobbnyire alkoxo-hidas kétmagvi komplexeket,
késébb multihisztidin peptidek fémkomplexeit vizsgaltuk,
de a tripodalis (multipodalis) ligandumok munkank soran
mindvégig jelen voltak.

A tripodalis vegyiiletek szamos elényds tulajdonsaggal
rendelkeznek a linearis ligandumokkal szemben. A
kelatgytirik nagyobb szama ¢és az Un. preorganizalt
szerkezet, ami alatt a ligandum korlatozott konformacios
szabadsagat szokas érteni, jelentésen noveli a komplex
stabilitasat. Masrészt a tripodalis ligandumokra jellemz6
facialis koordinaci6 szabad teret enged a szubsztrat
megkotédésének, ami a legtobb fémion-katalizalt folyamat
meghataroz6 1épése. A labak megfelelé derivatizalasa
ugyanakkor egy olyan modularis rendszer kialakitasat teszi
lehetévé, amelyben viszonylag konnyen valtoztathatd a
ligandum donorcsoportjainak szama/mindsége, igy annak
fémion affinitasa, vagy a kialakul6é komplex szerkezete. De
tovabbi funkciok kiépitése is lehetévé valik: (i) pl. tovabbi
fémion megkt')tése ami a tébbmagvﬁ aktiv centrumokra
katalitikus ciklusban, (ii) valamint beépithetdek olyan
molekularészek, melyek elésegitik a szubsztrat megkdtését,
vagy annak aktivalasat (pl. sav/bazis katalizis révén).

A fenticknek megfeleloen munkéank soran eldallitottuk és
vizsgaltuk  néhany  egyszerli tripodalis  platform
(cisz,cisz-1,3,5-triamino-ciklohexan, trisz(2-aminoetil)
amin, nitrilo-triecetsav) kiilonbozéképpen szubsztitualt
szarmazekat. Célunk az volt, hogy feltérképezzik a
szubsztituensek szamanak és minéségének hatasat réz(Il)- és
cink(Il)-komplexeik  0Osszetételére,  szerkezetére  és
termodinamikai stabilitasara. Vizsgaltuk tovabba, hogy ezek
a sajatsaigok hogyan befolyasoljak a fémkomplexek
hidrolitikus ¢és redoxi reakciokra gyakorolt katalitikus
hatasat.

* Gajda Tamas. Tel.
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1. Séma A jelen dolgozatban targyalt ligandumok sematikus szerkezete

2. A ciszcisz-1,3,5-triamino-ciklohexan
egyszeri szarmazékainak fémkomplexei

(tach) és

A tach (L', 1. séma) egy jol ismert, facialis koordinaciot
eredményezd tripodalis ligandum.! Minthogy a fémionhoz
ko6tédoé hidroxidion, mint nukleofil reaktans, a hidrolazok

funkciondlis modelljeinek fontos eleme, a CuL!(OH)
komplex a hidrolitikus reakcidk viszonylag aktiv
katalizatora. Azonban a 2CuL!(OH) Cu,L',(OH),

dimerizacios egyenstlyban (K = 5750)? képz8dd inaktiv
dimer miatt a rendszer 0sszességében kis hatékonysagu.
Azonban az erésen kotddd szubsztratok koordinacioja
megakadalyozhatja az inaktiv dimer komplex képzddését.
Ennek megfeleléen a CuL! komplex hatékonyan képes
elésegiteni a nem-aktivalt dipeptidek (DP) hidrolizisét.?
Eredményeink szerint a pH 7-10 tartomanyban képz6do
CuL!(DP) vegyes komplex felelds a tapasztalt hidrolitikus
hatasért. A DP = Gly-Gly. Gly-Leu és Leu-Gly esetekben a
hidrolizis a hidroxidion ill. viz nukleofil tamadasa révén
valdsul meg (a folyamat pH-fiiggd), s a fémion szerepe csak
a karbonil oxigén Lewis-sav aktivalasa. Ugyanakkor a
Gly-Ser hidrolizise el6z6eknél joval gyorsabb, és a hidrolizis
sebessége alig fiigg a pH-tol. Ez a viselkedés a szerin
hidroxilcsoportjanak, valosziniileg a réz(Il) altal eldsegitett,
intramolekularis nukleofil tdmadasaval magyarazhato (1.
abra). A rendszer érdekessége, hogy az ‘aktiv
komplex—szubsztrat’ adduktumot a Gly-Gly esetében
egykristaly formaban is sikeriilt kinyerni, s a rontgen
vizsgalatok a dipeptid kétfogu {NH,, C=0} koordinacidjat
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bizonyitottak. A hidrolizis pH 10 felett mar nem jatszodik le,
Osszhangban a  vegyeskomplexben kotott — dipeptid
amidcsoportjanak fémionindukalt deprotonalodasaval.

1. Abra A [CuL'(Gly-Gly)]" komplex rontgenszerkezete és a Gly-Ser
dipeptid CuL' komplex 4ltal elésegitett hidrolizisének javasolt
mechanizmusa®

A hidrolazok/nukleazok legtobbjének aktiv centrumaban két,
esetleg hdrom fémion talalhatd, melyek jol szervezett
egyiittmiikodése biztositja a hatékony hidrolizist.} gy a
mesterséges foszforsav-diészterazok (nukleazok)
kifejlesztésének kézenfekvd stratégidja lehet kétmagvu
komplexek kialakitasa. Ez elényds lehet a szubsztrat
hatékonyabb megkoétése, annak Gn. dupla Lewis-sav aktivalasa,
a két fémion kozott hidként kotddd PO 4-tetraéderben indukalt
fesziilés megjelenése, valamint a tavozo csoport stabilizalasa
szempontjabol.

A tach ligandummal rokon 1,3,5-triamino-1,3,5-trideoxi-
cisz-inozitol és ennek N-metil-szarmazékai (tdci (L?), tmci
(L3) 1. séma) szamos, a fémion koordinaci6é szempontjabol
kedvezé tulajdonsaggal rendelkeznek.* E ligandumok harom
ekvivalens {O,N¢,O,,} facidlis kot6hellyel birnak, melyek
egy-, két- ill. harommagvu komplexek kialakulasat is
lehetéve teszik. Valoban, egyensulyi vizsgalataink szerint a
réz(11)-L? rendszerben a pH-t6l ill. a fém/ligandum aranytél
fliggben, kiilonb6z6é protonaltsagi allapota egy-, két- ill.
hdarommagvi  komplexek  képz8dnek,>  melyekben
alkoxo-hidak kotik 6ssze a fémionokat. Meghataroztuk, egy
otmagv, Cus(L?H_,)(L%);(OH),(NO;),](NO3)46H,0
Osszetételli komplex kristalyszerkezetét (2. abra), amely egy
igen érdekes CusOq4 klasztert tartalmaz. A komplex azonos
ligandumhoz kot6dd fémionjait alkoxo-hidak kotik Ossze,
ami megerdsiti az oldatfazisban képz6édé komplexek
szerkezetére vonatkozd megallapitasainkat. Masrészt, az
alkoxo-hidas fémcent-rumokban a fémionok egymastol
3,63-3,78 A tavolsagban helyezkednek el, ami hasonlatos a
kétmagvii metallo-foszfoészterazok aktiv centrumara
jellemzd fémion szeparéaciora.> Mindezen sajatsagok alapjan
a tobbmagvi komplexek hatékony foszfoészteraz
modelleknek igérkeztek.

2. Abra A [Cus(L’Hy)L%(OH),(NOs),]* kation ORTEP abréazolasa’®

A tobb egy-, két- ill. harommagva Cu(Il)-L? komplex
képzddése miatt a tapasztalhato hidrolitikus hatas varhatéan
erdsen fligg a kozeg pH-jatol és a fém/ligandum aranytol.
Valoban, a komplexeknek a bisz-4-nitrofenil-foszfat (bnpp,
DNS modell) hidrolizisére gyakorolt hatasa
maximum-gorbe szerint valtozik, mind a pH, mind a
fém/ligandum ardny fiiggvényében (3 abra).
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3. Abra A bnpp hidrolizisének fiiggése a fém/ligandum aranytol (fent, pH
= 8,60, [L*] = 0,46 mM, T = 298 K); A bnpp (®), az npp () ill. a dnpep
(A) hidrolizisének pH-fiiggése a réz(1I)- L’ rendszerben (lent,
[Cul=2[L*], T =298 K). M. A: [Cu]= 0,88 mM, O0: [Cu]=3 mM.
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Figyelembe véve oldategyensulyi eredményeinket, a
tapasztalt hidrolitikus hatds a kétmagva Cu,H ;L2
komplexhez rendelhetd. Bar e komplex emlitésre méltd
foszfomonoészteraz aktivitast is mutat a 4-nitrofenil-
foszfattal (npp) szemben (3. abra), azonos koriilmények
kozott a bnpp hidrolizisének sebessége ~ 150-szer nagyobb.
Azaz a komplex hidrolitikus hatasa szelektiv a
foszforsav-diészterekre. Optimalis koriilmények kozott 4
mM kétmagvi komplex 35 millidszorosara gyorsitja fel a
bnpp autohidrolizisét. Az aktiv komplex javasolt szerkezete
(4. abra) alkoxo-hidas fémcentrumot és két terminalis
hidroxidiont  tartalmaz. A  komplex  kiemelkedd
hatékonysaga a bnpp hidrolizise soran Dbifunkcios
mechanizmussal, a két fémion altal biztositott Gn. dupla
Lewis-sav aktivalassal ¢s a fémhez kotott hidroxidion direkt
nukleofil katalizisével értelmezhetd.

4. Abra Az 6tmagvii komplex egy fragmense és a bnpp hidrolizis javasolt
mechanizmusa

Fenti kétmagva komplex az Gn. nem aktivalt foszfoészterek
hidrolizisét is képes eldsegiteni, 2,5 mM-os koncentracioban
26000-szeresére gyorsitja fel a cAMP autohidrolizisét.®

Az irodalombdl jol ismert, hogy szamos foszfoészteraz (pl.
biborsav foszfataz, protein foszfatdz 1 ill. 2B) tartalmaz
vegyesmagvil aktiv centrumot,® amelyekben a két fémion
eltér6 kémiai sajatsagai hasznosulnak. A tdci biner
rendszereinek tanulmanyozéasa soran felvetddott a kérdés,
hogy a két alkalmazott fémion (réz(Il) és cink(Il)) egyiittes
jelenléte eredményez-e sebességndvekedést a ciklikus
nukleotidok  (vagy  dinukleotidok)  hidrolizisében.’

Eredményeink  szerint 2,5 mM  koncentracioju
vegyes-magvu terner komplex 120000-szeresére képes
felgyorsitani a cAMP autohidrolizisét, azaz kb. otszor
(negyvenszer) hatékonyabb, mint az analog biner réz (cink)
kétmagvi komplex. Ez a megndvekedett hatékonysag egy

H 0

5. Abra A vegyesmagvi Cu,Zn-komplex altal katalizalt cAMP hidrolizis
javasolt mechanizmusa.

az 5. abran megadott trifunkcionalis mechanizmussal
értelmezhetd: (i) dupla Lewis-sav aktivalas, (ii) a réz(Il)-hez
kotott OH -csoport  altalanos bazis, valamint (iii) a
cink(Il)-hez kotott vizmolekula altalanos sav katalizise
(tavozo-csoport stabilizalas).

Végiil emlitést érdemel, hogy az egyszeresen metilezett
aminocsoportokat tartalmazé tmci ligandum (L3, 1. séma) a
korabban targyalt tdci-hez nagyon hasonld egy-, két- és
harommagvu réz(I1) komplexeket képez. Ugyanakkor a tdci
analog kétmagvii komplexével ellentétben katalitikus hatasa
szelektiv a foszforsav-monoészterek hidrolizisére.® Mig a
Cu,H ;L2 komplex 150-szer gyorsabb hidrolizisét
eredményezi a bnpp-nek mint az npp-nek, addig az analdg
tmci  komplex mintegy 2500-szor hatékonyabb a
foszforsav-monoészter npp hidrolizisének eldsegitésében.
Bar ennek a latvanyos eltérésnek a pontos oka ismeretlen,
fenti tapasztalat ravilagit a fémcentrumok koérnyezetében
talalhato nem koordinal6dd csoportok sztérikus hatasanak
alapvetd jelentéségére.

3. A cisz,cisz-1,3,5-triamino-ciklohexan (tach) és a #risz(2-
aminoetillamin (tren) N-szubsztitualt szarmazékainak
fémkomplexei

A Bevezetésben emlitetteknek megfeleléen a tripodalis
ligandumok labainak megfeleld derivatizalasa egy olyan
moduldris rendszer kialakitasat teszi lehetdvé, amelyben
valtoztathatd a ligandum fémion affinitasa
(donor-csoportjainak szdma/mindsége), valamint tovabbi
fémkoto-helyek beépitése révén tobbmagva komplexek
allithatoak eld. Ebbdl a célbol munkank soran a tach és tren
tripodalis platformok jonéhany N-szubsztitualt szarmazékat
allitottuk eld, melyek koziil jelen publikdcidban négy
ligandum fog emlitésre kertilni.

Erdekes Osszehasonlitisra ad lehetéséget a tren3pir (L4) és
tach3pir (L%) ligandumok koordinicids sajatsigai. E
ligandumok viszonylag egyszeri koordinacios kémiai
sajatsaggal birnak, hiszen a piridin és az amino-nitrogének nem
képesek kelatgytri kialakitasara (vagyis ugyanazon fémionhoz
kotddni). Ennek ellenére jol példazzak az ilyen modularis
rendszerekkel elérhetd egyszeri sajatsagokat. Bar a
piridin-nitrogének elvileg alkalmasak tovabbi fémion(ok)
megkdtésére, oldatfazisban mindkét ligandum csak egymagvi
komplexeket képez (L* esetén kristilyos formaban izolaltunk
egy 2/1 réz(Il)/ligandum aranyt 3D polimert).

N N —
\,
HzO

6. Abra A CuL* és CuL® komplexek sematikus szerkezete
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Vizes oldatban az L* ligandum réz(II) komplexeinek
mindegyikében a tren alegység négy nitrogénje koordinalja a
fémiont. E komplexek trigonalis bipiramisos szerkezetiiek
(6. abra), amint azt jellegzetes lathato és ESR spektrumuk is
bizonyitja. Az 6tddik pozicidban kétédé vizmolekula pH 8
felett deprotonaldodik. A piridingytrtik sztérikus hatdsa miatt
ez az Otdodik koordinacios pozicié nagyobb ligandumok
szamara nehezen hozzaférhetd, igy ezek a komplexek nem
rendelkeznek szdmottevo enzimutanzé hatassal. Az analog
CuL® komplex azonban jéval nyitottabb koordinacids
szféraval rendelkezik (6. dbra). A fémion kdrnyezete nagyon
hasonlé a tach platform CuL! komplexéhez (1. 4bra).
Jelentds kiilonbség azonban, hogy mig a CuL! komplex
komplex deprotonaldodésa egy dihidroxo-hidas dimert
eredményez, addig piridingylrik sztérikus hatdsa miatt
CuL® komplex deprotonalodasa egymagvia vegyes hidroxo
komplexeket eredményez, ami igéretes a hidrolaz enzimek
funkcionalis  modellezése  szempontjabol. ~ Valoban,
eredményeink szerint a CuL.S(OH) komplex hatékonyan
képes eldsegiteni a foszforsav-diészter bnpp hidrolizisét, és
az észlelt katalitikus hatas egyértelmlien a monohidroxo
komplexhez rendelhetd. Ez érthetd is, ha meggondoljuk,
hogy a viz ebben a komplexben kdnnyen lecserélhetd a
szubsztratra, és a fémionhoz kotott hidroxidion nukleofil
tamadasa inditja el a hidrolizist (7. abra).

7. Abra A CuL’(OH) komplex éltal katalizalt bnpp hidrolizis javasolt
mechanizmusa.

A kovetkezé példa két pirazol-szarmazék (L6, L7 1. séma)
sajatsagait hasonlitja 0ssze. A tripodalis platformok ebben az
esetben is a tren és a tach voltak. A ligandumok szekunder
aminocsoportjai €s a gylrli-nitrogének itt mar képesek kelat
pozicidban kotddni a fémionokhoz, ami jelentésen noveli az
ML komplexek stabilitasat az alapvegyiiletekhez (tach, tren)
képest. A tren-szarmazéknal a trigondlis bipiramisos
szerkezet miatt egyetlen, a tach-szarmazéknal fémiontol
fliggben 2-3 gylirlinitrogén koordinacioja valosul meg. A 8.
4bra L° ligandum cink(II) komplexének rontgenszerkezetét
mutatja, amelyben a ligandum 6 donorcsoportjaval kotédik a
fémionhoz. A abrabol ugyanakkor az is kideriil, hogy a
pirazol-gytirik nem koordindlédé nitrogénjei itt mar
tényleges lehetdséget Dbiztositanak tovabbi  fémion
megkotésére. Ennek megfeleléen LS ligandum réz(Il)
jelenlétében két egymagvi és harom  kiilonb6zd
protonaltsagi allapotd harommagvi komplexet képez (9.
abra). A 9.a abra jol példazza a négyzetes piramisos

8. Abra A ZnL® komplexek szerkezete

szerkezetli ~ CuL®  komplexnek a  pirazol-gytirtik
koordinacidja miatti Kkitlintetett stabilitasat. Az 1/1
rendszerben pH 6-nal kék szini oldat magasabb pH-n
vorosbor szintivé valik, ami a 4-500 nm-nél jelentkez6
intenziv toltésatviteli savoknak koszonheté (9.c abra).
Ugyanezen savok 3/2 fém/ligandum aranynal mar pH 5-7
koriil kialakulnak (9.d ébra), és egyértelmiien a hArommagva
fémkomplexek képzddéséhez rendelhetdek. Figyelembe
véve a ligandum szerkezetét is, ezek a deprotonalodas soran
kialakulo toltésatviteli savok pirazolat-hidas tobbmagvi
fémcentrumok kialakulasat jelzik.
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9. Abra A Cu(I)-L® 1:1 (A) és 3:2 (B) rendszerek eloszlasgorbéi és az
506 nm-nél mérhetd fényelnyelés pH-fiiggése, valamint a Cu(II)-L° 1:1
(C) and 3:2 (D) rendszerek pH-fliggé UV-Vis spektrumai

A négyszeresen deprotonalt harommagvi komplex
meglehetsen egyedi rontgenszerkezete (10. abra) igazolja
ezt a feltételezést. A linearisan elhelyezkedd harom rezet
négy pirazolathid koti ossze, a Cu-Cu tavolsagok 3.8 A
koriiliek. A két széls6 réz(Il) a Jahn-Teller torzulas
kovetkeztében megnyult négyzetes piramisos szerkezetli. A
kozEépsd rézhez négy pirazolat-gytrt kotddik dsszenyomott
tetraéderes geometria szerint.

10. Abra A [Cus(H»L%),]*" komplex kation szerkezete
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A [Cuy(HpL%,)*" komplex domindns megjelenése
ekvimoldris oldatokban igen nagy termodinamikai stabilitasra
utal (a kiindulasi CuL® komplex is nagy stabilitas, raadasul a
harommagvi komplex képzédése egy kotott ligandum
felszabaduldsaval jar). A folyamatban két egymagvi komplex
oly modon aktival/pozicional négy pirazol-gytirat, hogy egy
nagy affinitdasi harmadik rézkotéhely képzodik. Azaz a
harommagvu komplex képzddése alloszterikusan kontrollalt a
keét sz¢€ls6 réz és a pH altal.
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11. Abra A harommagvi komplexek eloszlasgorbéi a Cu(Il)-L°
(folytonos vonal) és a Cu(IT)-L” (szaggatott vonal) rendszerekben 3/2
fém/ligandum arany esetén.

Az analdg tren-alapti L7 ligandum hasonld koordinacios
sajatsaggal bir. Ebben az esetben is képzddnek harommagva
komplexek, viszont jelentésen eltér azok relativ stabilitasa (11.
dbra). Mivel ebben az esetben az egymagvii CuL’ komplex
trigonalis bipiramisos szerkezetli, az két szabad (nem
koordinalodo) pirazol-gylriit is tartalmaz. Emiatt a kétszer
deprotonalt harommagva komplex kitiintetett stabilitassal bir.
Egyrészt mert mar két pirazolat-hid kialakulasa esetén is
elegend6 donorcsoport all rendelkezésre a kozépsd réz erds
kotddéséhez, masrészt mert a kovetkezé deprotonalodasok a
sz¢els6 rezek geometriavaltasat idézik eld. Ilyen moédon a
tripodalis  platformtol fliggben az egyébként hasonld
Osszetételli harom ¢és négy pirazolat-hidat tartalmazo
harommagvu komplexek képzddése két-harom pH egységgel
tolodik el (11. abra).

E ligandumok segitségével a dioxigént aktivalni képes
oxidacios katalizatorokat szerettiink volna eldallitani. Ennek
érdekében vizsgaltuk komplexeink pirokatechin oxidaz
aktivitasat a széles korben hasznalt di-terc-butil-
pirokatechin (H,dtbc) modell szubsztrat segitségével,
aminek képzddése konnyen kovethetd a termék kinon (dtbq)
400 nm-nél jelentkezd elnyelési savja alapjan. A dtbq vizben
rosszul oldadik, ezért 50 % etanol-viz elegyben dolgoztunk,
¢és az autooxidaciot minden esetben korrekcidba vettiik.

Vizsgalataink szerint az egymagvi Cul komplexek
egyaltalan nem, a harommagvi komplexek viszont igen
hatékonyan képesek a H,dtbc oxidacidjat elésegiteni. A két
ligandum  harommagvi  komplexeinek  képzddésére
vonatkozo fent emlitett eltérések a kinetikai sajatsagokban is
megmutatkoznak. A pirokatechin oxidaz aktivitds mindkét
rendszerben maximum gorbe szerint valtozik, viszont az
optimalis pH két egységgel eltér (12. abra). A tren-alapu
ligandum esetén tapasztaltuk a magasabb pH-optimumot,

ami megfelel annak, hogy ennél a ligandumnal a
haromszorosan deprotonalt komplex képzddése is eltolodik a
magasabb pH-k felé (11. abra). Azaz a H,dtbc oxidacidja a
fémionok koordinacios kornyezete, végsé soron a tripodalis
platform altal meghatarozott és ennek révén szabalyozhato is.

Ugyanakkor, az optimalis pH-n mindkét rendszer kiemelkedd
¢és kozel azonos pirokatechin oxidaz aktivitassal bir. Kinetikai
eredményeink a 13. abran megadott egyszerlsitett
mechanizmussal irhatdak le. A harommagvii komplexek koziil

0.0037
[ ]
“-g 0.0027
xe
0.0017
0.0007 : . : . .
4 5 6 7 8
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12. Abra A dtbc oxidécio sebességének pH fliggése a réz(IT)-LE () és a
réz(11)-L7 () 3/2 fém/ligandum arényu rendszerekben 50% EtOH/viz
elegyben (T =298 K, [Cu®*]/3 = 0.05 mM, [dtbc]o = 1.8 mM).

csak a haromszorosan deprotonalt, azaz harom pirazolat-hidat
tartalmaz6é komplex tekinthetd katalitikus szempontbol
aktivnak. Ez stabil terner komplexet képez a pirokatechinat
dianionnal, és egy intramolekularis elektrontranszfer révén
dioxigén visszaoxidalja a réz(I) centrumokat. Minthogy az
egymagviu komplexek inaktivak, feltételezésiink szerint a
kozépso, még telitetlen koordinacids szféraval rendelkezd réz
alapvetd szerepet jatszik a szubsztrat megkotésében ¢és
oxidacidjaban.
Cu;H,,L, -H*
(inaktiv)

Cu;H L,
(inaktiv)

Cu;H ;L, = Cu'Cu''Cu"

OH
H,dtbe
t-Bu t-Bu
Cu'Cu'l(dtbc)Cu! —— Cu"'Cu'(dtbq)Cu’

+ H,dtbe, O,

— dtbq
o

o
t-Bu t-Bu

13. Abra A dtbe katalizalt oxidacidjanak egyszeriisitett mechanizmusa
4. A tripodalis peptidek fémkomplexei

Az elmualt 10 évben szamos hisztidinben gazdag
oligopeptidet vizsgaltunk a metalloproteinek fémkoto ill.
katalitikus sajatsagainak modellezése céljabol.” 14 Az
enzimek funkcionalis modellezésére a peptid komplexek
kézenfekvd valasztasnak tlinnek, hiszen elvileg az aktiv
centrumhoz nagyon hasonl6 fémion kornyezet alakithato ki.
Ennek ellenére a SOD enzim kivételével'? kevés példa akad az
irodalomban enzim mimetikus vizsgélatokra.” Ennek oka
nagyrészt az, hogy a kisméretii lineéris peptidekkel a fehérjék
harmadlagos szerkezete altal meghatarozott aktiv centrumhoz
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hasonlé kormyezet nem, vagy csak specidlis esetekben
alakithatd ki. Bar néhany altalunk vizsgalt metallopeptid
emlitésre méltd aktivitassal birt,!* mindegyiknél gond volt a
preorganizalt szerkezet hianya. Jellemzd példaként emlithetd a
matrix metalloproteinaz 13 (MMP13) minimalista modelljének
tekinthetd, az enzim fémkdoté-fragmensével — azonos
szekvenciagju, = Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH,  peptid
cink(Il) komplexe.’> A peptid 1ényegében tripodalis
ligandumkeént viselkedik, hiszen pH 6-7 kozott, az MMP13
aktiv centrumahoz hasonléan, a fémion 3 imidazol-gytirt altal
koordinalt, sét a nukleofil reaktins Zn-OH’ egység is a nativ
enzimmel azonos pH-tartomanyban képzddik (14. dbra). Ennek
ellenére mind a peptid cink-affinitdsa, mind a komplex
hidrolitikus hatasa messze elmarad a nativ enzimétdl.

il o e

(Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH,)

OH

14. Abra Az Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH, peptid cink(II)
komplexeinek sematikus szerkezete

Fenti problémak elkeriilése miatt, figyelmiink a tripodalis
peptidek iranyaba fordult. Azt reméltik, hogy ezek
tobbé-kevésbé preorganizalt szerkezete segithet az enzimek
aktiv centrumahoz hasonld kornyezet, pl. egymashoz képest
megfeleléen pozicionalt fémcentrumok kialakitdsdban. E
célbol tren és nitrilotriecetsav (nta) platformokbdl kiindulva
eléallitottunk két hisztidin-tartalm(i tripodalis pszeudo-
peptidet (His3tren (L8) és ntaHis3 (L?), 1d. 1. séma). Az els6
esetben a hisztidinek N-terminalis, a masodikban
C-terminalis pozicidban talalhatoak, ami alapvetden eltérd
koordinaciés kémiai sajatsagot eredményez réz(Il)
jelenlétében. A tren-szarmazék (L®) esetén ekvimolaris
oldatokban és a semleges pH tartomanyban bisz-hisztamin-
szerli koordinacioval rendelkezé komplexek képzddnek.
Ugyanakkor az nta-alapt ligandumndl (L°%) széles
pH-tartomanyban egy a glicil-hisztidinhez hasonld
szerkezet'® alakul ki (15. abra). Mindkét esetben szabad
donorcsoportok allnak rendelkezésre tovabbi fémionok
megkotésére, igy fémion felesleg mellett 3/2 illetve 2/1
fém/ligandum aranyt komplexek képzddnek.

Cu(Il)-His;tren (L®) Cu(Il)-ntaHis; (L°)

NiT
NH
/=N NHy /— u,\ \\/ I’t»
HN PN
= e nz\ \/\ &) \olh NH
o NH NH I -
H
H ° g
N
N N
L G o
) /;{\ 3 . \ﬁ g o
N | Nm
ATV 2 o g
NN Ny s\ \ / @ d N
— it "\/§\ NHy Wi 011
N N A A\ i Nt
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15. Abra A Cu(IT)-L® és —L° 1/1 és 3/2 fém/ligandum aranyu
rendszerekben pH 8-9 koriil dominans komplexek sematikus szerkezete
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Magasabb pH-n, ahogy az a peptidek rézkomplexeinél szokasos,
az amid-nitrogének is részt vesznek a koordinacioban.

A koordinacioés kémiai sajatsagok tisztazasa utan vizsgaltuk a
réz(I)-LYL° rendszerek pirokatechin oxidaz aktivitasat.
Elézetes eredményeinkbdl kitlint, hogy a tSbbmagvu
komplexek mindkét esetben nagyobb aktivitassal birtak, de
csak az nta-szarmazékndl (L) volt jelentds ez az aktivitas
ndvekedés az egymagvu komplexekhez képest. A 16. dbra a
telitési kinetikai eredményeket hasonlitja Ossze az adott
rendszerre optimalis koriilmények kozott. A
Michaelis-Menten modell alapjan szdmolt paraméterek (16.
4bra) szerint az nta-szarmazék (L) kétmagvti rézkomplexe
kb. hatszor hatékonyabb mint a hirommagva Cu(Il)-L8
komplex. Eredményeink szerint ez jorészt annak koszonhetd,
hogy a harommagvti Cu(Il)-L® komplexben a fémcentrumok
nagyobb tavolsaga miatt azok izolaltan mikdodnek, mig a
kétmagvu komplex kisebb réz-réz tdvolsaga a fémcentrumok
kozotti kooperaciot is lehetdvé teszi.

4.0E-06

Z 3.0E-06
=)
& K, (s Ky (M)
£ 2.0E-06 Cu(ID-L%:  0.071 1,12x10~
z Cu(Il}-L%: 0387  1,07x10~
2
£ 1.0E-06
= = £1
0.0E+00 + T T T 1
0 0.001 0.002 0.003 0.004

Corae [M]

16. Abra A H,dtbc oxidacio kezdeti sebességének ﬁiggése a Hpdtbe

koncentraci6jatél a Cu(Il)-L¥/L’ rendszerekben. Cu(Il)-L? (O, [Cu]/[L] =

3/1, [L¥ = 10%° M, pH = 7.8); Cu(I)-L° B, [Cu]/[L¥] = 2/1, [L*].x =
1055 M, pH =9.0)

5. Osszefoglalas

Egyszeri tripodalis platformok (tren, tach, nta) modularis
funkcionalizalasa lehetdséget teremt a koordinacios kémiai
sajatsdgok, a képz6édé komplexek Osszetételének,
szerkezetének, stabilitasanak finomhangolasara. Ezek
ugyanakkor alapvetden meghatarozzak a komplexek
katalitikus sajatsagait, igy tervezhet6vé valnak olyan
enzimszeri tulajdonsdgok, mint a Kkatalitikus aktivitas
pH-fiiggése, a Kkatalitikus fémion megkdtddésének
alloszterikus kontrollja, vagy a fémionok kooperacioja.
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Biomimetic complexes of polidentate tripodal ligands

In order to create highly efficient low molecular weight enzyme
mimics, recently  we synthesized ~ several new
tris(2-aminoethyl)amin (tren), cis,cis-1,3,5-triaminocyclohexane
(tach) and nitrilotriacetic acid (nta) based tripodal ligands
possessing quite different coordination properties. From the
enzyme mimetic point of view, the tripodal ligands have several
advantages over the linear and even macrocyclic ligands. These
ligands have enhanced chelate effect, and preorganized structure
(reduced number of relevant binding conformations) resulting
higher stability of the complexes. Tripodal ligands enforce ‘facial’
metal binding and (partly) enclose the metal ion, similarly to
metalloenzymes. By adequate substitution of the tripodal platform
it is possible to fine tune the metal binding ability by varying the
number and type of donor atoms. Designed substituents may also
directly influence the steric environment around the metal centre or
may provide additional metal binding site, inducing metal-metal
cooperation during the catalytic cycle.

Earlier, we reported that the copper(Il) complexes of
cis,cis-1,3,5-triaminocyclo-hexane (tach, L') is an efficient
metallopeptidase mimic. Tach is an excellent platform to create
tailored properties of metal complexes, too. The dinuclear Cu(II)
and Zn(Il) complexes of cis,cis-1,3,5-tris (dimethylamino)-2,4,6-
trihydroxycyclohexane (tdci, L*) provide outstanding rate
acceleration for the hydrolysis of phosphodiesters, but possess
considerably lower efficiency toward the hydrolysis of
phosphomonoesters. The related monomethylated ligand (tmci,
L?) is less rigidly preorganized due to the decreased intraligand
repulsions between the methylamino groups, which strongly
influences the properties of its metal complexes. Indeed, in contrast
to tdci, the dinuclear Cu(Il) complexes of tmci do not promote the
hydrolysis of phosphodiesters, but allow selective cleavage of
phosphomonoesters.

We also prepared several N-substituted derivatives of tren, tach
and nta. Since the pyridine nitrogens in L* and L are not able to
coordinate the metal ion bound to the tripodal units, the ML
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complexes have similar structure to the corresponding
complexes of tren and tach. At higher pH mixed hydroxo
complexes are formed. The presence of pyridine rings in L’
hinder the formation of the dihydroxo bridged dinuclear
complex observed in the Cu(Il)-tach system. The species
CuL’(OH) is an active catalyst for the hydrolysis of
phosphodiesters.

Since the pyrazole nitrogens in L® and L7 ligands are in
chelating positions, these ligands form stable 5/6N coordinated
ML complexes with Cu(Il) and Zn(II). In the cases of both
ligands, the pyrrole nitrogens of the Cu(II)-bound pyrazole rings
create a further metal binding site via pyrazolato bridges, and
thus tricopper complexes are formed. The formation of CusHsL,
species even in equimolar solution is noteworthy, and can be
regarded as a pH-driven spontaneous self-assembly. In the
crystal structure of [CusH 4(L°),](Cl04),3H,0 the two outer
copper(Il) are SN coordinated in square pyramidal geometry,
while the central copper(Il) is bound to four deprotonated
pyrrolic nitrogens in tetrahedral geometry. The tricopper
complexes of both ligands are highly active catecholase mimics
working at surprisingly low pH (5-7). Since the mononuclear
CuL% species do not show catecholase activity, we assume that
the central tetrahedral copper(II) ion has fundamental role in the
catechol binding and oxidation.

The presence of C- and N-terminal histidines in the two tripodal
peptide derivatives (L* and L°) results in basically different
structures in their copper(Il) complexes. In the neutral pH range,
the mononuclear Cu(Il) complexes of L¥L° have
Gly-His-like/bis-histamine-like coordination mode, respectively.
In both cases the loosely bound or non-coordinating donor groups
create a further metal binding site, therefore dinuclear (L) and
trinuclear (L%) complexes are formed. Above pH 7, the
oligonuclear complexes of both L* and L’ have efficient
catecholase-like activity, but the cooperation of the metal centres is
operating only in the latter case.
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