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1. Bevezetés és célkitűzések 

Metalloproteinek fémkötő sajátságainak, illetve a fémkötő helyek szerkezetének és 

működésének részletesebb megismeréséhez gyakori és általánosan elfogadott kis molekulatömegű 

modelligandumok illetve azok fémkomplexeinek tanulmányozása. A modellvegyületek 

kiválasztása kétféle szempont szerint történhet: (1) a ligandumok donorcsoportjai illetve az azok 

fémion-koordinációjával kialakuló geometria jól közelíti a modellezett protein fémkötőhelyeit 

(szerkezeti modellek), (2) a kismolekula fémkomplexe a metalloprotein által irányított/katalizált 

reakciótípus) lejátszódását képes elősegíteni, rendszerint a proteinnél jóval szerényebb 

hatásfokkal (funkcionális modellek). Természetesen az ideális modellrendszerek mindkét 

szempontnak megfelelnek. A natív enzimek jelentősen nagyobb aktivitásának fő oka az, hogy a 

modeilvegyületeknél a koordinálódé donorcsoportok tökéletes analógiája esetén sem találhatók 

meg a makromolekulák másodlagos-harmadlagos szerkezetéből fakadó egyéb szerkezetalakító-

szerkezetstabilizáló kölcsönhatások. A fémionok a proteinekben rendszerint apoláris 

környezetben, úgynevezett hidrofób "zsebekben" találhatók (ez természetesen a közvetlen 

koordinációs szférára nem igaz), ugyanakkor a funkcionális vizsgálatok általában vizes közegben 

történnek, ahol gyakran nincs lehetőség az aktív centrum hidrofób környezetének szimulálására. 

A szerkezeti modellvizsgálatok túlnyomó többsége nemvizes közegből előállított szilárd 

komplexek szerkezetének meghatározását takarja. 

Modellvegyületek alkalmazása a nyilvánvaló hátrányok mellett számos előnnyel is jár, 

melyek közül a legnyilvánvalóbb az, hogy a kisebb molekulák vizsgálata jóval egyszerűbb és 

olcsóbb, mint a natív makromolekuláké. A szerkezeti modellek tanulmányozása révén arról 

szerezhetünk ismereteket, hogy a fémion környezetében, a donorcsoportok minőségében és 

pozíciójában történő kisebb-nagyobb változások hogyan befolyásolják a fémion redoxi-, 

mágneses, spektrális vagy egyéb sajátságait. A funkcionális modellek részletes vizsgálatai pedig 

elősegíthetik a kérdéses metalloprotein vagy enzim funkciójának, az aktív centrum működési 

mechanizmusának jobb megismerését. 

A jelen munka során tanulmányozón modelligandumok dipeptidek vagy 

peptidszármazékok (glicil-i-aszparaginsav, /.-aszpartil-glicin, szalicil-glicin) illetve kutató-

csoportunk több éve folyó kutatásaihoz is kapcsolódva, imidazol- vagy az ahhoz sok 

szempontból hasonló piridingyűrűt tartalmazó ligandumok. A vizsgált vegyületek egy része az 

említett aromás gyűrűk mellett egyéb, pl. hidroxil- és/vagy aminocsoportot is tartalmaz. Az 

említett ligandumok mellett az l,3,5-tridezoxi-l,3,5-triamino-inozitol dimetiiszármazékát 

tanulmányoztuk. 

A doktori munkám során a ligandumok különböző fémionokkal történő kölcsönhatását 

vizsgáltuk, melyekhez két átmenetifémiont (Cu2*, Zn2*) valamint egy, az előbbiektől alapvetően 
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eltérő sajátságú ónorganikus kationt, a dimetil-ón(IV)2*-t választottuk ki. A cink(ü)- és 

réz(U)ionok esszenciális nyomelemek, számos metalloproteinben és enzimben kulcsfontosságúak, 

vizesoldatbeli vizsgálatuk (főként a réz(Q) esetében, annak kedvező spektroszkópiai tulajdonságai 

miatt) viszonylag könnyűnek mondható. A rendkívül mérgező ónorganikus kationok (köztük a 

dimetil-ón(IV)ion) biológiai fluidumok, szövetek kismolekuláival való kölcsönhatásának 

tanulmányozása fontos információkat nyújthat: (1) az ónorganikus kationok biológiai 

hozzáférhetőségéről, (2) oldatbeli speciációjukról és szerkezetükről, (3) a szervezeten belüli 

lehetséges átalakulásaikról ill. (4) különböző biokémiai folyamatokat befolyásoló esetleges 

hatásaikról. 

A doktori munka eredményei két témakörbe csoportosíthatók: (1) a modellrendszerek 

egyensúlyi és oldatszerkezed vizsgálatainak eredményei és tárgyalásuk, (2) foszfoészterázok illetve 

azok aktív centrumának modellezése céljából elvégzett kinetikai mérések és tárgyalásuk. A 

kinetikai mérésekhez modellszubsztrátként különböző aktivált (bisz-4-nitrofenil-foszfát, 2-

hidroxi-propil-4-nitrofenil-foszfát) illetve nemaktivált (2'-3'-ciklikus nukleondok, dinukleoddok) 

foszfátésztereket alkalmaztunk. 

A két fejezet kapcsán megfogalmazható célkitűzések természetesen nem választhatók el 

egymástól. Vizsgálatainkkal az alábbi célokat kívántuk megvalósítani: 

- A kiválasztott rendszerek teljes oldategyensúlyi leírása, a képződő komplexek szerkezetének 

meghatározása. Ennek segítségével: 

- Újabb ismeretek szerzése arról, hogy a ligandumok kisebb-nagyobb szerkezed 

különbségei hogyan befolyásolják a képződő komplexek szerkezetét és spektrális 

sajátságait. 

- A dimetil-ón(EV)ion oldatbeli speciációjának részletesebb megismerése. 

- Kétmagvú komplexek kialakítására képes ligandumok előállítása révén foszfátészterek 

hidrolízisét jelentősen gyorsítani képes komplex vegyületek szintézise. 

- A modellrendszerek kinetikai jellemzése modellszubsztrátokkal végzett kísérletek segítségével; a 

folyamatok formáikinetikai leírása. 

- A fentebbi vizsgálatok révén újabb ismeretekhez kívántunk jutni a foszfátészter-hidrolízis 

mechanizmusáról, és a fémionok szerepéről a folyamatban. 
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2. Az alkalmazott vizsgálati módszerek 

Az oldatbeli egyensúlyi folyamatok és a képződő komplexek összetételének 

tanulmányozásához pH-metríás és kombinált pH-metriás/spektrofotometriás módszereket 

alkalmaztunk. A titrálási adatsorok kiértékeléséhez a PSEQUAD nevű számitógépes programot 

használtuk 

Az képződő komplexek oldatszerkezetének jellemzéséhez számos spektroszkópiai 

módszert vettünk igénybe (spektrofotometria, NMR-, ESR- és Mössbauer-spektroszkópia). 

A réz(II)komplexek szerkezetének leírásához, (pl. a nitrogén donorok számának 

meghatározásához a réz(H)ion ekvatoriális pozícióiban) ESR-spektroszkópiát alkalmaztunk. A 

módszer kiválóan alkalmas olyan kétmagvú részecskék képződésének bizonyítására is, melyekben 

a réz(D)ionok között antiferromágneses kölcsönhatás lép fel. 

A cink(II)- és dimetilón(IV)komplexek szerkezeti vizsgálataihoz 'H és 13C NMR-

spektroszkópiás méréseket végeztünk. Az NMR mérések különösen lassú ligandumcseréjű 

komplexek képződése esetén bizonyultak rendkívül hasznosnak. A dimetiI-ón(TV)komplexekben 

a különböző 'H vagy "C magok és a 117,"'Sn mag közön detektált csatolási állandók segítségével a 

ligandumok kötésmódját, a koordináló donorcsoportok minőségét illetve a komplexek 

szerkezetének meghatározását is el tudtuk végezni. 

Néhány rendszerben alkoholos közegből sikerült szilárd komplexeket előállítanunk. Ezek 

szerkezetét röntgenkrisztallográfiás módszerrel vizsgáltuk. A meghatározón szilárd szerkezetek 

közvetett bizonyítékot szolgáltattak az oldatbeli komplexek feltételezen szerkezetére vonatkozóan 

is. 

A kinetikai vizsgálatokhoz során az aktivált és nem-akdvált foszfátészterek hidrolízisének 

követéséhez spektrofotometriás és HPLC módszereket alkalmaztunk. A spektrofotometriás 

mérések során a felhasznált aktivált észterek hidrolízis-termékét, a p-nitrofenolátion képződését 

követtük annak intenzív, 400 nm-nél jelentkező elnyelési sávja révén. A HPLC mérések során a 

kiindulási szubsztrátokat és a keletkező termékeket megfelelő eluálószer segítségével tudtuk a 

fordított fázisú oszlopon szétválasztani. A folyamatok követése ezek arányának folyamatos 

mérésén alapult, a detektálás a nukleinsav bázisok 260 nm körül jelentkező UV sávjának követése 

révén lehetséges. 
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3. Új tudományos eredmények 

(1) A csak imidazolgyűrűket tartalmazó TRIM és TIM ligandumok nagy stabilitású, különböző 

protonáltsági állapotú mono- és biszkomplexeket képeznek réz(II)- és cink(II)ionokkal. A 

TIM-réz(II) rendszerben csak monokomplexeket detektáltunk. A törzskomplexek 

kialakulását követő deprotonálódási folyamatok csapadékleválást eredményeznek, amely a 

magasabb pH-kon történő vizsgálatokat meggátolja. A cink(II) mono- és biszkomplexében 

, a ligandum egyaránt három foggal koordinálódik a fémionhoz, azonban konformációjuk a 

ZnL és Z11L2 komplexekben eltérő. Ez tetraéderes geometriát eredményez a 

monokomplexben, míg a biszkomplex szerkezete oktaéderes. A réz(H)ion esetében a 

második ligandum kétfogú koordinációja feltételezhető, mely a tetragonális geometria 

torzulását eredményezi. Tanulmányoztuk a cink(II)tartalmú biner rendszerek 

kölcsönhatását L-ciszteinnel is. A pH-metriás és NMR-mérések jelentős mennyiségű 

vegyesligandumú komplex képződését mutatták. A temer komplexekben a TRIM illetve 

HM ligandumok imidazolnitrogénjei mellen a cisztein aminő- és tiolátcsoponja révén 

kétfogúként koordinálódik a cink(ü)ionhoz. 

(2) A pyrdiam és imhm ligandumok ugyancsak nagy stabilitású mono- és biszkomplexeket 

képeznek a két átmenetifémionnal. A réz(Q)iont tartalmazó oldatokban, az előbbi 

lihgandumokkal ellentétben, nem válik le csapadék a CuL komplexet követő 

deprotonálódási folyamatok során. Ezen folyamat révén hidroxo-vegyesligandumú 

monokomplex képződik a pyrdiam ligandum esetében, míg ESR-spektroszkópiás 

méréseink dihidroxohidas kétmagvú komplex jelenlétét jelezték az imhm-réz(II) 

rendszerben. A pyrdiam bisz-réz(EI)- és cink(CQkomplexei közön a TRIM-hez hasonló 

különbség feltételezhető (5 illetve 6 nitrogéndonor koordinációja). Ugyanakkor az imhm 

szerkezete {5,6} csatolt kelátgyűrűk kialakulását teszi lehetővé a komplexekben, melynek 

révén (spektrofotometriás eredményeink alapján) feltételezhető a 6 nitrogéndonor 

koordinációja a réz(Q)ion biszkomplexében is. 

(3) A bimido ligandum kétmagvú komplexek kialakítására képes centrális 2-hidroxi-

propilcsoportja révén. A réz(II)- és cink(II)ionokkal végzen mérések kiemelkedő stabilitású 

ML összetételű részecskék képződését mutanák ekvimoláris körülmények közön széles 

1 pH-tartományban. Az ML komplex deprotonálódása 9,5-ös (Zn(II)) illetve 11,l-es (Cu(n)) 

pK-val MLH., összetételű részecske kialakulásához vezet, melyekben a négy nitrogén 

mellen hidroxidion koordinálódik a cink(II)ionhoz, illetve réz(II) esetében az egyik 

imidazolgyűrű pirrolos nitrogénjének protonvesztése valószínűsíthető. Fémionfelesleg 

jelenlétében a réz(Q)tanalmú oldatokban ESR-spektroszkópiás és spektrofotometriás 

vizsgálataink egyértelműen mutanák kétmagvú komplexek képződését semleges pH-
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tartományban. Ezt csak megerősíti a metanolos közegből difenil-foszfát jelenlétében 

előállított egykristály röntgenanalízise, mely /r-1,1-alkoholét- és /¿-1,3-foszfáthíddal 

összekapcsolt réz(II)centrumokat mutatott a szilárd komplexben. A két fémion 

koordinációs geometriája is eltérő, az egyik réz(Q) környezete torzult oktaéderes, míg a 

másik négyzetes piramisos környezetben helyezkedik el. A cink(II)tartalmú oldatokban 

elvégzett egyensúlyi és NMR-mérések egy 7,4-es pH körül kialakuló kétmagvú komplex 

jelenlétét mutatták. A 'H NMR-spektrumok alapján a Zn2LH_2 összetételű komplex 

protonálódási izometjeinek jelenléte feltételezhető, melyek aránya pH- és , 

koncentrációfüggetlen. A lassú ligandumcseréjű alkoholáthidas izomer Zn2LH.,(OH), míg a 

gyors ligandumcseréjű komplex Zn2L(OH)2 összetétellel írható le helyesen. Ez utóbbiban a 

fémionokhoz a ligandum két-két nitrogéndonorja mellett egy-egy hidroxidion 

koordinálódik 

(4) A bpdpo-réz(II) rendszer egyensúlyi vizsgálatai nagy stabilitású CuL összetételű komplex 

képződését mutatták ekvimoláris oldatban. A komplex szerkezetének jellemzését 

spektrofotometriás és ESR-mérésekkel végeztük, de a négy nitrogéndonor ekvatoriális 

koordinációjával kialakuló szerkezetet metanolos közegből előállított egykristály röntgen-

diffrakciós vizsgálatával is sikerült alátámasztanunk. Fémionfelesleget tartalmazó 

oldatokban a CuL komplexet követően egy kétmagvú részecske képződik, melyhez két 

erősen kooperatív jellegű deprotonálódási folyamat vezet. A Cu2LH.2 komplex 50 %-os 

képződésének pH-ja — 6,25, mely több, mint egy logaritmus egységgel alacsonyabb, mint az 

azonos bruttó összetételű dnk(D)-bimido komplexé. A komplex szerkezete annak ESR-, 

spektrofotometriás és röntgenvizsgálata alapján hasonlatos analóg szerkezetű a bimido 

alkoholáthidas kétmagvú komplex-izomerjével. 

(5) A Gly-Asp, Asp-Gly és Sal-Gly ligandumokat illetve dimetil-ón(TV)iont tartalmazó 

oldatokban csaknem azonos öszetételű komplexek képződését tapasztaltuk. Savas 

tartományban természetesen különbséget jelent a második karboxilátcsoport hiánya a Sal-

Gly ligandumban. A karboxilácsoportok koordinálódásával gyors ligandumcseréjű 

komplexek képződnek a 2-5 pH-tartományban. A két karboxilát egyidejű koordinációja 

révén stabilabb kelátgyűrű kialakítására képes a Gly-Asp, mint az Asp-Gly, amely az ML 1 

részecskék kialakulásához vezető folyamat eltérő pK-értékeiben is megmutatkozik 

Semleges pH-tartományban mindhárom ligandum esetében MLH_, összetételű komplexek ' i 

képződnek, melyekben a ligandumcsere az NMR-időskálán lassú. Ezt új jelcsoportok 

megjelenése jelzi az NMR-spektrumokon. Az elvégzett részletes 'H és "C NMR-

vizsgálatok alapján megállapítható, hogy az MLH_, komplex szerkezete mindhárom 

ligandum esetében trigonális bipiramis, és a fémionhoz terminális karboxilátcsoport, 

deprotonálódott amidnitrogén és aminő- (illetve fenolos hidroxil) csoportok 
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koordinálódnak. Az MLH_, részecske kialakulása olyan összetett folyamattal írható le, 

melyben a karboxilátcsoport játssza a horgony szerepet, elősegítve az amidnitrogén és az 

aminő- vagy fenolos hidroxilcsoport kooperatív deprotonálódását. A ligandum 

kötődésének erősségét a főként ionos karakterű Sn-"OOC és a főként kovalens Sn-N~ 

kötések szabályozzák, míg a másik terminális csoport és az oldallánci csoportok szerepe 

kevésbé (vagy nem) meghatározó. 

(6) A TRIM és TIM ligandumokat tartalmazó rendszerekben a korai, törzskomplexek 

képződését követő csapadékleválás meggátolta kinetikai vizsgálatok elvégzését. A pyrdiam-

réz(II) rendszerben képződő ML(OH) komplex szerény aktivitást mutatott a hpnp 

szubsztrát hidrolízise során. Az imhm dihidroxo-hidas réz(U)komplexe a fémionok 

túlságosan telített koordinációs szférája miatt nem képes a foszfoészterek hidrolízisét 

elősegíteni. 

(7) A bimido - réz(D) illetve -cink(II) rendszerben képződő M2LH_,(OH) komplex 

hatékonynak bizonyult mind az akdvált észter hpnp, mind a ciklikus nukleotid cUMP 

hidrolízise során. A pH-függő kinetikai mérések a pszeudo elsőrendű sebességi együtthatók 

növekedését mutatták, párhuzamosan az M2LH.,(OH) komplex képződésével. A cink(Q) 

esetében megfigyelt aktivitás többszöröse a réz(II)-nél tapasztaltnak. A telítési kinetikai 

mérések alapján meghatározott állandók (Km, K J nem utalnak speciális kölcsönhatásra a 

komplex és a hpnp szubsztrát között, ugyanakkor a katalitikus sebességi együttható értéke 

alapján az aktív részecske egyike az eddig ismert legaktívabb kétmagvú 

cink(H)komplexeknek. A cUMP hidrolízise során az autohidrolízisre vonatkoztatott 

sebességnövekedés 10-20000-szeres. A k^, is. pH függvényen pH — 7,5 felett tapasztalt 

plató (széles maximum) arra utal, hogy a hpnp hidrolízise során a fémionhoz kötött 

hidroxidion a nukleofil reaktáns, mely általános bázisként elősegíti a 2-hidroxi-

propilcsoport deprotonálódását, miközben a szubsztrát //-1,3-hidas koordinációja a 

fémionokhoz a foszfátészter kettős Lewis-sav aktiválását eredményezi. Az aktív komplex 

nem azonos mértékben gyorsította a cUMP és UpU hidrolízisét. A szubsztrátok 

autohidrolízisére vonatkoztatott sebességnövekedés 10-15-ször nagyobb cUMP esetében. 

Ez a különbség nem olyan jelentős, melynek alapján feltételeznünk kellene, hogy a 

fémionhoz kötött hidroxidion hajtja végre a nukleofil támadást a foszforatomon (direkt 

nukleofil katalízis). Ennék értelmében a folyamat mechanizmusa valószínűleg hasonló a 

hpnp-nél tárgyalthoz, azaz a fémionhoz kötött hidroxidion általános bázisként elősegíti a 

támadást végrehajtó vízmolekula deprotonálódását. 

(3) A bpdpo-réz(II) rendszer rendkívül hatékonyan hidrolizálta a tanulmányozón hpnp, cUMP 

és UpU szubsztrátokat. A pH- és fém-li'gandum arány változtatásával végzen mérések 

igazolták, hogy a kétmagvú Cu2LH_,(OH) komplex felelős az aktivitásért. A hpnp 
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átászteresícése katalitikus folyamat, az aktivitás számonevő csökkenése nélkül négy 

katalitikus ciklust detektáltunk. Az aktív komplex öt nagyságrenddel gyorsítona a cUMP, és 

— négy nagyságrenddel az UpU hidrolízisét. A folyamat mechanizmusában, a bimido 

komplexeihez hasonlóan, nagy szerepe van a két fémion kooperatív működésének és az 

általuk kialakítón kenős Lewis-sav aktiválásnak. A hpnp és UpU hasításának mechanizmusa 

feltételezhetően azonos, a hidroxidion általános bázisként elősegíti a 2-hidroxi-propil- ill. 2'-

OH csoport deprotonálódását. cUMP esetében nem zárható ki a közveden nukleofil 

támadás sem, azonban a cUMP-re és UpU-ra vonatkozó sebesség-növekedésben nincs 

akkora különbség, melynek alapján alapvető mechanizmus-különbséget kellene 

feltételeznünk. 

(9) A tdci-réz(II) rendszerben képződő CU2LH_J összetételű komplex hatékonyan hidrolizálta 

a vizsgálatokhoz használt ciklikus nukleotidokat. A folyamat során jelentős 

bázisszelektivitást tapasztaltunk az adenozin származék javára. A cUMP hasítása során 

ugyanakkor kiemelkedő regioszelektivitás tapasztalható, mely a 3TJMP termék képződését 

teszi kedvezményezetté. A komplex nem képes elősegíteni a dinukleotidok hidrolízisét. Ez 

a tény, valamint a ciklikus nukleoddokra vonatkozó jelentős k2 értékek felvetik annak 

lehetőségét, hogy a fémionhoz kötött hidroxidion nem általános bázisként, hanem 

közveden nukleofilként működik a folyamat katalízise során. A tdci-réz(D) -cink(H) temer 

rendszer a biner rendszereknél is csaknem egy nagyságrenddel gyorsabban hasította a 

ciklikus nukleoddokat. Emellett hatékonynak mutatkozott öt különböző dinukleodd 

hidrolízise során is. A 3'5'- és 2'5'-ApA dinukleodd-izomerek hidrolízise jelentősen eltérő 

sebességgel játszódik le a temer rendszerben. Előbbi féléleddejét az aktív komplex(ek) 3,4 

évről 13 órára csökkentette. Mind a biner rendszer kapcsán tapasztalt bázisszelekdvitásban, 

mind a dinukleoddizomereknél megfigyelt sebességkülönbségben szerepe lehet az akdv 

komplex és a szubsztrát bázis része közötd valamilyen kölcsönhatásnak is. A temer 

rendszer látványos példát jelent arra, hogy az eltérő sajátságé fémionok együttes jelenléte és 

kooperációja jelentősen elősegítheu foszfátészterek hidrolízisét. 
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