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A tanulményozott ligandumok szerkezete
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1. Bevezetés és célkitlizések

Metalloproteinek fémkdtd sajirsagainak, illertve a fémkotd helyek szerkezetének és
milkédésének részleresebb megismeréséhez gyakori és dltalinosan elfogadort kis molekulatsmegi
modelligandumok  illetve azok fémkomplexeinek rtanulminyozisa. A modellvegyiiletek
kivilasztisa kétféle szempont szerint térténhet: (1) a ligandumok donorcsoportjai illetve az azok
fémion-koordinicidjval kialakulé geometria j6l kézeliti a modellezett protein fémkotShelyeit
(szerkezeti modellek), (2) a kismolekula fémkomplexe a metalloprotein ltal irinyitott/katalizalt
reakcid(tipus) lejitszddasit képes eldsegiteni, rendszerint a proteinnél jéval szerényebb
hatasfokkal (funkcionilis modellek). Természetesen az idedlis modellrendszerek mindkét
szempontnak megfelelnek. A nativ enzimek jelentSsen nagyobb aktivitdsinak £8 oka az, hogy a
modellvegyilleteknél a koordinilédé donorcsoportok tokéletes analégidja esetén sem talilhaték
meg a makromolelulik masodlagos-harmadlagos szerkezetébdl fakadé egyéb szerkezetalakitd-
szerkezetstabilizalé  kélcsnharisok. A fémionok a proteinekben rendszerint apolins
kémyezetben, Ugynevezett hidroféb "zsebekben" talilhaték (ez természetesen a kdzvetlen
koordinicids szférira nem igaz), ugyanakkor a funkcionilis vizsgalatok altaliban vizes kézegben
tdrténnek, ahol gyakran nincs lehet8ség az aktiv centrum hidroféb kémyezetének szimulalasara.
A szerkezet modellvizsgilatok tilnyomé tobbsége nemvizes kozeghbSl eldallitont szilird
komplexek szerkezetének meghatirozasit takarja.

Modellvegyiiletek alkalmazisa a nyilvinvalé hatrinyok mellert szimos elénnyel is jir,
melyek koziil a legnyilvanvalobb az, hogy a kisebb molekulék vizsgilata jéval egyszeriibb és
olcsébb, mint a nativ makromolekuldké. A szerkezeti modellek tanulmanyozisa révén arrél
szerezhetiink ismereteket, hogy a fémion kérnyezetében, a donorcsoportok mindségében és
pozicibjaban térténd kisebb-nagyobb valtozisok hogyan befolyasoljtk a fémion redoxi-,
magneses, spektrilis vagy egyéb sajitsagait. A funkciondlis modellek részletes vizsgilatai pedig
eldsegithetik a kérdéses metalloprotein vagy enzim funkcidjinak, az aktiv centrum miké&dési
mechanizmusanak jobb megismerését.

A jelen munka sorin tanulminyozott modelligandumok dipepridek vagy
peptidszirmazékok (glicil-L-aszparaginsav, L-aszpartil-glicin, szalicil-glicin) illetve  kutato-
csoportunk t5bb éve folyd kuratdsaihoz is kapcsolddva, imidazol- vagy az ahhoz sok
szempontbdl hasonld piridingyirit tartalmazé ligandumok. A vizsgdlt vegyiiletek egy része az
emlitert aromés gylirGk mellewt egyéb, pl. hidroxil- és/vagy aminocsoportot is tartalmaz. Az
emlitert ligandumok mellen az 1,3,5-tridezoxi-1,3,5-triamino-inozitol  dimetilszarmazékat
tanulmanyoztuk.

A doktont munkim sorin a ligandumok kiilénbézd fémionokkal térténd kélcssnhatdsit
vizsgiluk, melyekhez két dtmenetifémiont (Cu®, Zn**) valamint egy, az el6bbiektd] alapvetSen
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eltérd sajatsigh énorganikus kationt, a dimetil-én(IV)**-t vilasztotnk ki, A cink(ll)- és
réz(ll)ionok esszenciélis nyomelemek, szimos metalloproteinben és enzimben kulcsfontossagialk,
vizesoldarbeli vizsgilatuk (f6ként a réz(II) esetében, annak kedvezd spektroszképiai tulajdonsigai
miatt) viszonylag kénnylinek mondhaté. A rendkivil mérgez3 énorganikus kationok (kéztik a
dimetil-6n(IV)ion) biolégiai fluidumok, szdvetek kismolekuldival valé kolesdnhatisinak
tanulminyozisa fontos informiciokat nyljthat: (1) az dnorganikus kationok biologiai
hozzaférhetSségérél, (2) oldatbeli speciacidjukrdl és szerkezetikrdl, (3) a szervezeten beliili
lehetséges Aralakulisaiked] ill. (4) kiilonb528 biokémiai folyamatokat befolyisolé esetleges
hatasaikrdl.

A doktori munka eredményei két témakérbe csoportosithaték: (1) a modellrendszerek
egyensulyi és oldatszerkezeti vizsgilatainak eredményei és targyalisuk, (2) foszfoészterizok illerve
azok aktv centrumanak modellezése céljibdl elvégzert kinetikai mérések &s targyalisuk. A
kinetikai mérésekhez modellszubsztritként kiilénboz8 aktivalt (bisz-4-nitrofenil-foszfir, 2-
hidroxi-propil-4-nitrofenil-foszfit) illetve nemaktivile (2'-3'<ciklikus nukleotidok, dinuldeoridok)
foszfatésztereker alkalmaztunk.

A két fejezet kapesin megfogalmazhaté célkitGzések természetesen nem valaszthatdk el
egymastd]. Vizsgilatainkkal az alabbi célokat kivantuk megvalésitani:

- Akivilaszrotr rendszerek teljes oldategyensilyi leirdsa, a képz5d6 komplexek szerkezetének
meghatarozisa. Ennek segitségével:

- Ujabb ismeretek szerzése arrél, hogy a ligandumok kisebb-nagyobb szerkezeti
kiilsnbségei hogyan befolyisoljdk a képz8dS komplexek szerkezetét és spekrrilis
sajatsagait.

- A dimetil-6n{IV)ion oldatbeli speciaciéjanak részletesebb megismerése.

- Kétmagvis komplexek kialakitisira képes ligandumok el6allitasa révén foszfatészterek
hidrolizisét jelent8sen gyorsitani képes komplex vegyilletek szintézise.

- A modellrendszerek kinetikai jellemzése modellszubsztritokkal végzett kisérletek segitségével; a
folyamatok formalkinetikai leirsa.

- A fentebbi vizsgilatok révén Gjabb ismeretekhez kivantunk jutni a foszfatészer-hidrolizis

mechanizmusird, és a fémionok szerepérél a folyamatban.



2. Az alkalmazott vizsgalati médszerek

Az oldatbeli egyensilyi folyamatok és a képz8d8 komplexek &sszetérelének
tanulminyozisihoz pH-metrias és kombinile pH-metriis/spektrofotometriss médszereket
alkalmaztunk. A titrdldsi adatsorok kiértékeléséhez a PSEQUAD nevii szimitgépes programot
hasznaleuk

Az képz8d8 komplexek oldatszerkezetének jellemzéséhez szdmos spekuroszképiai
modszert vetriink igénybe (spektrofotometria, NMR-, ESR- és Méssbauer-spektroszképia).

A réz(lDkomplexek szerkezetének leirasdhoz, (pl. a nitrogén donorok sziminak
meghatirozisahoz a réz(ll)ion ekvatoridlis pozicidiban) ESR-spektroszképidt alkalmazrunk. A
médszer kiviléan alkalmas olyan kétmagvii részecskék képz8désének bizonyitasira is, melyekben
a réz(Iionok koézott antiferromagneses kolcsénhatas 1ép fel.

A cink(l)- és dimerilon(TV)komplexek szerkezeti vizsgalataihoz 'H é “C NMR-
spektroszkdpids méréseket végeztiink. Az NMR mérések kilonssen lasst ligandumcseréjil
komplexek képz8dése esetén bizonyultak rendkiviil hasznosnak. A dimetil-6n(TV)komplexekben
a kiilonb5z8 'H vagy "C magok és a """"Sn mag kozout detekile csatoldsi allandék segitségével a
ligandumok kétésmédjat, a koordinilé donorcsoportok mindségét illetve a komplexek
szerkezetének meghatérozési is el tudruk végezni.

Néhany rendszerben alkoholos kézegbdl sikeriilt szilard komplexeket elGéllitanunk. Ezek
szerkezetét rontgenkrisztallografids modszerrel vizsgaltuk. A meghatirozott szilird szerkezetek
kézvetett bizonyitékot szolgaltattak az oldatbeli komplexek feltételezetr szerkezetére vonatkozban
is.

A kinetikaj vizsgilatokhoz sorin az aktivilt és nem-akrivilt foszfitészterek hidrolizisének
kovetésehez spektrofotometrids és HPLC mddszereket alkalmazrunk. A spekrrofotometrids
mérések sorin a felhasznalt aktivale észterek hidrolizis-termékét, a p-nitrofenolition képzdését
kovettik annak intenziv, 400 nm-nél jelentkezd elnyelési sivja révén. A HPLC mérések sorin a
kiindulasi szubsztritokat és a keletkezd termékeket megfeleld eluildszer segitségével tudtuk a
forditorr fazisti oszlopon szétvilasztani. A folyamatok kévetése ezek arinyinak folyamatos
mérésén alapult, a detekeilds a nukleinsav bazisok 260 nm kériil jelentkezs UV sivjinak kévetése

révén lehetséges.



3. Uj tudomanyos eredmények
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A csak imidazolgyGriiket tartalmazd TRIM és TIM ligandumok nagy stabilitast, kiilénbsz6
protondltsigi Allapotth mono- és biszkomplexeket képeznek réz(Il)- és cink(I)ionokkal. A
TIM-réz(Il) rendszerben csak monokomplexeket detektaltunk. A  tdrzskomplexek
kialakulasit kévetS deprotondlddisi folyamatok csapadéklevilist eredményeznek, amely a
magasabb pH-kon t8rténd vizsgilatokat meggirolja. A cink(Il) mono- és biszkomplexében
a ligandum egyarant hirom foggal koordinilédik a fémionhoz, azonban konformicidjuk a
Znl és Znl, komplexekben eltérS. Ez tetraéderes geometrist eredményez a
monokomplexben, mig a biszkomplex szerkezete oktaéderes. A réz(I)ion esetében a
misodik ligandum kétfogii koordinicidja feltételezhetd, mely a tetragonilis geometria
torzulisit eredményezi. Tanulminyoztuk a cink(ItartalmG biner rendszerek
kolcsonhatdsit L-ciszteinnel is. A pH-metrids és NMR-mérések jelentds mennyiségii
vegyesligandumi komplex képz&désér mutattdk. A terner komplexekben a TRIM illerve
TIM ligandumok imidazolnitrogénjei mellett a cisztein amino- és tiolatcsoportja révén
kétfogiként koordinalédik a cink(Il)ionhoz.

A pyrdiam és imhm ligandumok ugyancsak nagy stabilitdsi mono- és biszkomplexeket
képeznek a két itmenetifémionnal. A réz(l)iont rtartalmazd oldatokban, az eldbbi
lihgandumokkal ellentétben, nem vilk le csapadék a Cul komplexer kdverd
deprotonalédsi folyamatok sorin. Ezen folyamat révén hidroxo-vegyesligandumd
monokomplex képzédik a pyrdiam ligandum esetében, mig ESR-spektroszképias
méréseink dihidroxohidas kétmagvii komplex jelenlétér jelezték az imhm-réz(Il)
rendszerben. A pyrdiam bisz-réz(ll)- és cink(komplexei kozott a TRIM-hez hasonld
kiildnbség feltételezhetd (5 illetve 6 nitrogéndonor koordinicija). Ugyanakkor az imhm
szerkezete {5,6} csatolt kelatgydriik kialakulasit teszi lehetévé a komplexekben, melynek
revén (spektrofotometrids eredményeink alapjin) feltételezhetd a 6 nitrogéndonor
koordinacidja a réz(Il)ion biszkomplexében is.

A bimido ligandum kétmagvii komplexek kialakitasira képes centralis 2-hidroxi-
propilcsoportja révén. A réz(I)- és cink(IT)ionokkal végzett mérések kiemelked§ stabilicast
ML dsszetéreld részecskék képzBdését murartik ekvimoliris koriilmények kozot széles
pH-tartoményban. Az ML komplex deprotondlédasa 9,5-8s (Zn(lD)) illetve 11,1-es (Cu(ID)
pK-val MLH_, &sszetétell részecske kialakulisihoz vezet, melyekben a négy nitrogén
mellert hidroxidion koordinilédik a cink{Il)ionhoz, illetve réz(ll) esetében az egyik
imidazolgy(iri pirrolos nitrogénjének protonvesziése valdszindsitherS. Fémionfelesleg
jelentétében a réz(Il)tartalmi oldatokban ESR-spektroszképias és spektrofotometrids
vizsgilataink egyértelmen mutawtik kétmagvih komplexek képz8dését semleges pH-
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tarroményban. Ezt csak megerdsiti a metanolos kozeghdl difenil-foszfat jelenlétében
elédllitort egykristily réntgenanalizise, mely u-1,1-alkoholit- és u-1,3-foszfathiddal
osszekapcsole  réz(l)centrumokat mutato a szilird komplexben. A kér fémion
koordiniciés geometridja is eltérd, az egyik réz(l) kimyezete torzult okraéderes, mig a
misik négyzetes piramisos kdmyezetben helyezkedik el, A cink(IItartalmi oldatokban
elvégzer egyensilyl és NMR-mérésck egy 7,4-es pH koriil kialakulé kétmagvii komplex
jelenlétét muradke A 'H NMR-spektrumok alapjin a Zn,LH_, &sszetételd komplex
protonilédisi  izomerjeinek jelenléte feltérelezhetd, melyek arinya pH- &
koncentricitfiiggetlen. A lasst ligandumcseréj(i alkoholithidas izomer Zn,LH_ (OH), miga
gyors ligandumcseréji komplex Zn,L (OH), 8sszetétellel irhatd le helyesen. Ez utébbiban a
fémionokhoz a ligandum két-kér nirogéndonorja mellett egy-egy hidroxidion
koordinalédik.

A bpdpo-réz(ll) rendszer egyensilyi vizsgilatai nagy stabilicsd Cul. &sszetételd komplex
képz8dését murattdk ekvimolars oldatban. A komplex szerkezetének jellemzését
spektrofotometrids és ESR-mérésekkel végeztik, de a négy nitrogéndonor ekvatoriilis
koordinici6jival kialakuld szerkezeter metanolos kozegbdl el8allitorr egykristily réntgen-
diffrakcids vizsgilatival is sikerillt alitdmasztanunk. Fémionfelesleget tartalmazd
oldatokban a Cul komplexet kévetSen egy kétmagvil részecske képzddik, melyhez két
er8sen kooperativ jellegl deprotonilédasi folyamat vezet. A Cu,LH_, komplex 50 %-os
képzGdésének pH-ja ~ 6,25, mely t&bb, mint egy logaritmus egységgel alacsonyabb, mint az
azonos bruttd dsszetételd cink(Il)-bimido komplexé. A komplex szerkezete annak ESR-,
spektrofotometrids és réntgenvizsgilata alapjin hasonlatos analdg szerkezeri a bimido
alkoholathidas kétmagvii komplex-izomerjével.

A Gly-Asp, Asp-Gly és Sal-Gly ligandumokat illetve dimetil-én(IV)iont tartalmazd
oldatokban csaknem azonos oszetételd komplexek képzddésér tapasztaluk. Savas
tartomanyban természetesen kiilonbséget jelent a masodik karboxilitcsoport hianya a Sal-
Gly ligandumban. A karboxilicsoportok koordindlédisival gyors ligandumeseréjs
komplexek képz&dnek a 2-5 pH-tartomanyban. A két karboxilit egyideji koordinaciéja
révén stabilabb kelargylir§ kialakitisira képes a Gly-Asp, mint az Asp-Gly, amely az ML
részecskék kialakulisihoz vezetd folyamat eltéré pK-értékeiben is megmutatkozik.
Semleges pH-tartominyban mindhirom ligandum esetében MLH,; &sszetéreld komplexek
képzGdnek, melyekben a ligandumcsere az NMR-id3skalin lass. Ezt 4j jelcsoportok
megjelenése jelzi az NMR-spektrumokon. Az elvégzert részletes 'H és “C NMR-
vizsgalatok alapjin megillapithat, hogy az MLH,, komplex szerkezete mindhirom
ligandum esetében trigonlis bipiramis, és a fémionhoz termindlis karboxilitcsoport,
deprotonilédott amidnitrogén és amino- (llerve fenolos hidroxil) csoportok
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koordinilédnak. Az MLH,, részecske kialakulisa olyan Osszetetr folyamartal irhatd le,
melyben a karboxilatcsoport jitssza a horgony szerepet, elsegitve az amidnitrogén és az
amino- vagy fenolos hidroxilcsoport kooperativ deprotonalédasit. A ligandum
kot8désének erdsségét a f8ként ionos karakterl Sn—OOC és a f6ként kovalens Sn-N-
kotések szabilyozzik, mig a mésik terminalis csoport és az oldallanci csoportok szerepe
kevésbé (vagy nem) meghatirozd.

A TRIM és TIM ligandumokat tartalmazé rendszerekben a korai, térzskomplexek
képzddését kovetd csapadéklevilis meggitolta kinetikat vizsgalatok elvégzését. A pyrdiam-
réz(Il) rendszerben képz8dé ML(OH) komplex szerény aktivitist mutatotc a hpnp
szubsztrit hidrolizise sorin. Az imhm dihidroxo-hidas réz(Il)komplexe a fémionok
ilsigosan telitert koordindciés szférija miatt nem képes a foszfoészterek hidrolizisét
el8segiteni. .

A bimido - réz(ll) iletve -cink(l) rendszerben képz8dé M,LH_,(OH) komplex
hatékonynak bizonyult mind az aktvilt észter hpnp, mind a ciklikus nukleotid cUMP
hidrolizise soran. A pH-fiigg§ kinetikai mérések a pszeudo els@rendii sebességi egyiitthatok
novekedésér mutattik, parhuzamosan az M,LH.,(OH) komplex képzGdésével. A cink(Il)
esetében megfigyelt aktivitds t8bbszordse a réz(Il)-nél tapasztaltnak. A telitési kinetikai
mérések alapjan meghatirozott allanddk (K., Ky) nem uralnak speciilis kdlcsénhatisra a
komplex és a hpnp szubsztrit kizdtt, ugyanakkor a katalitilkus sebességi egytirthat ércéke
alapjan  az akaiv  részecske egykke az eddig ismert legakiivabb kémagwi
cink(IDkomplexeknek. A cUMP hidrolizise sorin az autohidrolizisre vonatkoztatott
sebességnovekedés 10-20000-szeres. A kg, w. pH fiiggvényen pH ~ 7,5 felett tapasztale
platé (széles maximum) arra utal, hogy a hpnp hidrolizise sorin a fémionhoz kétdn
hidroxidion a nukleofil reakiins, mely altalinos bazisként el8segiti a 2-hidroxi-
propilcsoport  deprotondlédisat, mikézben a szubszirdt +1,3-hidas koordiniciGja a
fémionokhoz a foszfatészter keutds Lewis-sav aktivilasit eredményezi. Az aktiv komplex
nem azonos mértékben gyorsitorta a ¢UMP és UpU hidrolizisét. A szubsztritok
autchidrolizisére vonatkoztatott sebességnévekedés 10-15-s26r nagyobb cUMP esetében.
Ez a kiilnbség nem olyan jelent§s, melynek alapjin feltételezniink kellene, hogy a
fémionhoz koot hidroxidion hajtja végre a nukleofil timadist a foszforatomon (direkt
nuldeofil katalizis). Ennek értelmében a folyamat mechanizmusa valészintlleg hasonlé a
hpnp-nél targyalthoz, azaz a fémionhoz kétéu hidroxidion altalinos bazisként eldsegiti a
timadist végrehajté vizmolekula deprotonilédasir.

A bpdpo-réz(Il) rendszer rendkiviil hatékonyan hidrolizilta a tanulminyozow hpnp, cUMP
és UpU szubsztritokat. A pH- és fém-ligandum ariny viltozeatdsaval végzeu mérések
igazoltil, hogy a kémagvi Cu,LH (OH) komplex felelds az aktivitasért. A hpnp
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atészteresitése katalitikus folyamat, az akuivitds szimottevd csokkenése nélkil négy
karalitikus ciklust detekriltunk. Az aktiv komplex 6t nagysigrenddel gyorsitotta a cCUMP, és
~ négy nagysigrenddel az UpU hidrolizisét. A folyamar mechanizmusiban, a bimido
komplexeihez hasonléan, nagy szerepe van a két fémion kooperativ mikédésének és az
Altaluk kialakitott kettSs Lewis-sav aktivalisnak. A hpnp és UpU hasitisinak mechanizmusa
feltételezherSen azonos, a hidroxidion 4ltaldnos bazisként elGsegiti a 2-hidroxi-propil- ill. 2'-
OH csoport deprotonilodisit. cCUMP eserében nem zirhatd ki a kézvetlen nukleofil
timadis sem, azonban a ¢cUMP-re és UpU-ra vonatkozé sebesség-novekedésben nincs
akkora kiilonbség, melynek alapjin alapvetd mechanizmus-kiilénbséget kellene
feltérelezniink.

A tdci-réz(ll) rendszerben képz6dé Cu,LH_; Ssszetételd komplex hatékonyan hidrolizalta
a vizsgilatokhoz hasznilt ciklikus nukleotidokat. A folyamat sorin jelemtds
bazisszelektivitast tapasztaltunk az adenozin szirmazék javira. A cUMP hasitasa soran
ugyanakkor kiemelkedd regioszelektivitis tapasztalhaté, mely a 3UMP termék képzddését
teszi kedvezményezetté. A komplex nem képes elSsegiteni a dinukleotidok hidrolizisér. Ez
a tény, valamint a ciklikus nukleotidokra vonatkozd jelents k, értékek felvetik annak
lehet8ségét, hogy a fémionhoz kétéw hidroxidion nem éltalinos béziskénr, hanem
kozvetlen nukleofilként milkddik a folyamat katalizise soran. A tdci-réz(Il)-cink(I) terner
rendszer a biner rendszereknél is csaknem egy nagysigrenddel gyorsabban hasitotta a
ciklikus nukleotidokat. Emellett hatékonynak mutatkozotrt &t kiilénbdzd dinukleotid
hidrolizise sordn is. A 3'5'- és 2'5'-ApA dinukleotid-izomerek hidrolizise jelentGsen eltér§
sebességgel jatszddik le a terner rendszerben. E18bbi féléletidejét az aktiv komplex(ek) 3,4
évrél 13 brira csoldkenterte. Mind a biner rendszer kapcsan tapasztalt bazisszelektivitasban,
mind a dinukleotidizomereknél megfigyelt sebességkiilénbségben szerepe lehet az aktiv
komplex és a szubszirit bézis része kdzdtd valamilyen kélesonharisnak is. A terner
rendszer latvinyos példit jelent arra, hogy az eltérd sajétsigh fémionok egyiittes jelenléte és

koopericija jelentdsen elsegitheti foszfitészterek hidrolizisér.
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