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1. BEVEZETES

Az atmenetifémek, mint példaul a mangan, vas, kobalt, nikkel, réz, cink, molibdén ionjai a
biologiai rendszerek nélkiilozhetetlen alkotéelemei. Ezek a fémionok megtalalhatok a
metalloenzimek aktiv centrumaiban, katalitikus kofaktorként részt vesznek hidrolitikus, illetve
reverzibilis oxidacios és redukcios reakciokban, valamint az elektron transzfer folyamatokban is.
Koncentraciojuk sziikk tartomanyon beliil valtozhat, tulzott ndvekedése/csdkkenése a sejtek
karosodasahoz vezethet. Az optimdlis koncentracio fenntartasa a fémion-felvétel, -raktarozas és -
efflux egyensulyaval érhetd el.

A bioszervetlen kémia eszkozeit alkalmazva megtervezhetjiik és eldallithatjuk a fémion-
haztartds miikodéséhez sziikséges fehérjék és enzimek modellvegyiileteit. Ezen vegyliletek
fémkomplexeinek oldatszerkezet-vizsgalata segitségiinkre lehet abban, hogy megismerjikk a
fémionok és biomolekulak kozotti kolesonhatasokat, a fémionok fehérjék szerkezetére gyakorolt
hatsat, a fehérjék fémion-szelektivitdsat. Ezt a disszerticiomban a Cu'-ionok érzékelésében,

crer

peptidmodelljein keresztiil mutatom be.

2. CELKITUZES

A bakteridlis sejtek fémion-haztartdsat olyan fehérjék (mint példaul az altalunk valasztott
MerR csaladd tagjai) tartjdk fenn, amelyek mind a létfontossagi, mind a toxikus fémionok
mennyiségét hivatottak szabalyozni. Miikddésiik a fémionok szelektiv megkotésén alapul. Az ilyen
regulator fehérjék feladata példaul egyes fémionok redoxi atalakulasait katalizalo enzimek vagy a
fémionok szallitasaban, troldsaban, kiliritésében részt vevd transzportfehérjék szintézise, amit akar
transzkripcids szinten is képesek befolyasolni.

A PhD munkém célja egy egyértékii d*° fémionokra (Cu*, Ag*, Au') szelektiv transzkripcios
regulator fehérje, a bakterialis CueR (V. cholerae és E. coli baktériumokboél) fémion-kotd
tulajdonsagainak felderitése volt (1. dbra).
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1. abra A CueR regulatorfehérje, valamint a féemion-koté régio szerkezete



Terveink kozott szerepelt, hogy a fémion-k6té doméneket a fehérjékbdl kiemelve
megvizsgaljuk, hogy a peptidek szintjén is tapasztalunk-e fémion-szelektivitast. Ennek érdekében
célul tlztiik ki a fenti két CueR fehérje fémkotd szakaszat képezod oligopeptidek eldallitasat.

O’Halloran és munkatarsai kimutattak, hogy a CueR fehérje csak egyértékii, szoft karakterti
fémionok megkotését kovetden mutat pozitiv biologiai valaszt. Ezért célszeriinek talaltuk az
altalunk eldallitott peptidek kétértékii fémionokkal (Zn®*-, Cd**-, és Hg’*-ionok) alkotott
komplexeinek vizsgalatat, hogy kideritsiik, ezek a fémionok milyen erds kotést alakitanak ki, és
hogyan befolyasoljak a peptidek szerkezetét.

A MerR csalad tagjai kozott kétértékii fémionokat érzékeld fehérjék is megtalalhatok.
Ilyenek példaul a Hg®*-szelektiv MerR, a Zn**-érzékeny ZntR, valamint a Cd**-szabalyozo CadR
fehérjék, melyeket a koordinacios szféraban jelenlévo ciszteinek és hisztidinek oldallancai tesznek
lehetdveé a fémionok szelektiv megkdtésére. Ezek alapjan az is célunk volt, hogy feltarjuk, milyen
hatasa lehet a peptid fémkotd képességére, illetve a komplexek szerkezetére, ha szekvenciajaba egy
tovabbi potencialis donorcsoportot juttatunk. Ehhez a V. cholerae CueR fémkotd szakaszat képezd
peptid olyan variansait terveztiik meg, melyek az eredeti szekvencidhoz képest kevesebb prolin
egységet, illetve egy hisztidint tartalmaznak. A prolinok szdmanak csokkentésével a ligandum
megvaltozd flexibilitdsdnak hatdsarol terveztliink informacidot nyerni. A modositott peptidek
vizsgalatanak szlikségességét egy friss tanulmény is igazolja, amely szerint az egyértéki
fémionokra szelektiv CueR fehérje is érzékennyé tehetd kétértékli fémionokra, ha a fémkoto részt
ugy moédositjak, hogy a koordinacids szféra kozelében tovabbi potencidlis donorcsoportok jelennek
meg.

Hogy kozelebb keriiljiink a fehérjében tapasztalt fémion-szelektivitdas megértéséhez,
vizsgalatokat terveztink egy egyértékii d'® fémionnal (Ag") is. A peptid-fémion rendszerek
részletes vizsgalatatol az reméltiik, hogy eldsegithetik annak a kérdésnek az eldontését is, hogy a
fehérjék szelektivitdsa kizardlag a fémion megkotésének erdsségén mulik, vagy maés tényezdk is

hozzéjarulnak a szelektiv miikodéshez.

3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

A ligandumok eloallitasa

Az N- és C-termindlisan is védett ligandumok eldallitdsa szilard fazisu peptidszintézissel
tortént. A dodekapeptideket HPLC-vel (High Performance Liquid Chromatography) tisztitottuk,

majd ESI-MS (Elecrospray lonization Mass Spectrometry) alkalmazasaval azonositottuk.
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A modositasok soran szintetizalt ligandumok a PS: Ac—SCPGDQGSDCSI-NH,, amelyben
a PP peptid C-terminalis prolinjat szerinre cseréltiik, illetve a HS (Ac—SCHGDQGSDCSI-NH)),
melyben tovabbi moddositasként az eddigi két cisztein és két aszparaginsav mellé potencialis

donorcsoportként egy hisztidint is beépitettiink a molekulaba.

Kisérleti modszerek

A ligandumok spektrumain megfigyelt *H rezonanciak hozzarendelését az egyes aminosavak
hidrogénjeihez kétdimenziés modszerek, igy 'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy), ‘H-'H
TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), valamint *H-'H ROESY (Rotating-frame Overhauser
Spectroscopy) alkalmazasaval végeztiik.

A kiilonb6z6 peptid — fémion rendszerekben lejatszodé komplexképzddési folyamatokat pH
potenciometrids titraldsokkal kovettiik, tovabba a Zn**-, és Cd**-ionok esetén a fémionok pH-fiiggd
alkalmazasaval.

A tiolatcsoportok fémion-koordinacigjat pH-fiiggd UV spektrumsorozatok felvételével, és
az elektrongerjesztési spektrumokon megjelend S —M"™ toltésatviteli savok (Ligand to Metal
Charge Transfer, LMCT) tanulmanyozéasaval kovettiik. (SR)CD (Synchrotron Radiation Circular
Dichroism) spektrumok felvételével vizsgalni tudtuk, hogy az egyes fémionok kolcsonhatasa a
peptidekkel milyen pH-tartomanyban és milyen mértékben okoz valtozasokat a ligandumok

'H NMR és UV spektroszkopiai vizsgalatokon tal a Hg2+-i0nok koordinacids kornyezetérdl

megerdsitd informaciot PAC (Perturbed Angular Correlation) spektroszkopia révén szereztiink.



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Oldatszerkezet-vizsgalatok soran bizonyitottuk, hogy ekvivalens mennyiségii Zn*-, és

Cd**-ionok jelenlétében a hisztidint nem tartalmazo peptidek stabilis komplexet képeznek

a fémionokkal. Az egymastol hét aminosav egységre 1évo ciszteinek a jelentés tavolsag

ellenére is képesek kotédni ugyanazon fémionhoz, amely a tiolcsoportok meghatarozo

szerepét mutatja a potencialis donorcsoportok kozott.

1.1.

1.2.

1.3.

Zn**-, és Cd**-ionok 1:1 fémion:ligandum arény esetén hasonld szerkezeti ML
torzskomplexeket képeznek a PP, PS és EC peptidekkel. A pH-potenciometrias, UV-, és
NMR spektroszkopiai vizsgalatok alapjan a tiolcsoportok fémion indukéalta deprotonalddasa
minden esetben tobb pH egységgel alacsonyabban tortént, mint amit a szabad

ligandumoknal tapasztaltunk.

Az 'H NMR mérések soran a peptidek Asp alegységeihez tartozé CpH> jelek valtozasa
alapjan kijelenthetd, hogy a Zn**- & Cd**-ionok kotésében semleges pH felett az Asp
karobxilatcsoportok is részt vesznek. A fémion koordinédcios szférdjat mindkét fémion
esetén HpO/COO egésziti ki. pH-potenciometrias és UV spektroszkopiai eredmények
alapjan lugos koriilmények kozott mindkét fémion torzskomplexében egy koordinalddod
vizmolekula deprotonalddik, amelyet kovetden az uralkodd részecske az M(OH)L
osszetételti komplex. A ZnL részecske hidrolizise mar pH ~ 8-t6l megkezdddik, ellentétben
a CdL komplex deprotonalédasaval, amely ~ 1,5 pH egységgel magasabban indul. A
kiilonbség oka feltehetdleg a Zn**-ion erBsebb Lewis-sav karaktere, osszevetve a Cd*'-

ionéval, s igy jelentdsebb affinitasa a hidroxidionokhoz.

Az (SR)CD spektroszkopiai mérések soran a Zn®'-, és Cd**-ionok monokomplexeiben
nagyon hasonlé konformacio-eloszlast tapasztaltunk. Mindkét fémion esetén a ligandum
konformacidja Osszességében véletlenszeriinek tekinthets. "H NMR mérések soran a
ligandumok 'H rezonancidin 4ltalanosan megfigyelheté vonalkiszélesedés alapjan a
ligandum konformacioi kozotti csere sebessége a kdzepesen gyors/lasst tartomanyba esik
az NMR 1iddskaldjahoz viszonyitva. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a stabilis komplexek

kialakuldsa mellett is megmarad a ligandum flexibilitasa.



2. A hisztidint nem tartalmazoé peptidek ekvimolaris mennyiségii Hg?*-iont tartalmazo

rendszerében egyetlen dominans részecske képzodését tapasztaltuk a vizsgalt pH

tartomanyban (pH = 3-11). Ezekben a komplexekben a peptidek egy hurkot formalva

kotédnek a fémionhoz a Cys aminosavak tiolatcsoportjain keresztiil. [1]

2.1.

2.2.

Ligandum kiszoritasos modszert alkalmazva meghataroztuk pH = 2,0-nal a PS ligandum
Hg* -kotésére vonatkozé latszolagos stabilitasi allandojat. Ez IgK® = 25,7-nek adodott,
amely a ng+-ion rendkiviili affinitdsat mutatja az altalunk vizsgalt Cys-tartalmt
peptidekhez. Ez az érték tobb nagysagrenddel nagyobb a Zn**-, és Cd**-ionok koordinacios
affinitasahoz képest. A HgL komplexben a ligandumnak tobb olyan konformacios allapota
is lehet, amelyek kozotti atmenet az NMR idéskalajahoz képest kozepesen gyors/lasst
id6tartomanyba esik. Ez az oka annak, hogy a ligandum szamos jelén kémiai eltolodas-
valtozést ugyan nem, azonban kismértékii szélesedést tapasztaltunk a fémion jelenlétében

az NMR spektrumokon.

UV-, és 'H NMR spektroszkopiai mérésekkel bizonyitottuk, hogy a vizsgalt pH
tartomanyban (pH = 3-11) kizarélag {2xS } tipust kotés alakul ki a Hg2+-i0nok kortl.
A Zn*" és Cd**-ionoknal tapasztaltakkal ellentétben az Asp egységek deprotonalodasaval
parhuzamosan bekovetkezd kémiai eltolédas valtozds nagyon hasonldé a szabad
ligandumoknal tapasztaltakhoz, s ennek alapjan a karboxilatcsoport koordinacidban valo
részvétele kizdrhato. A két donorcsoport koordinacidjat perturbalt szogkorrelaciods

spektroszkopiaval (PAC) is bizonyitottuk.

3. A peptideket (PP, PS, EC) feleslegben alkalmazva a Cd?**-, és Zn**-ionok jelenlétében

jelentés mennyiségii ML, bisz-torzskomplexek keletkeznek, melyekben a két ligandum

xS} tipusi Kkoordinacioval koétédik a fémionokhoz. -ionnal biszkomplexe
4xS7} tip koord 1 kotodik a fi khoz. Hg* | biszkomplexek

képzodését nem tapasztaltuk.

3.1.

A fémionokhoz képest két ekvivalens ligandumot alkalmazva pH ~ 6-ig az 1:1
fémion:ligandum aranyhoz hasonléan a monokomplexek uralkodnak. pH > 6 tartomanyban
azonban, Zn*- és Cd**-ionok jelenlétében egyarant, biszkomplexek is képzddnek. Az ML,
komplexek stabilitasi allandoibol (ZnLy: 1gg = 14,5-15,0, illetve CdL;: lgp = 17,6-18,2
tartomanyok) a mésodik ligandum koordinalodasat jellemzé allandok (Zn**: IgK, = 3,70-
4,70 illetve Cd*: IgK, = 5,30-6,21 tartomany) értékei jelentGsen elmaradnak a
monokomplexekben tapasztalt stabilitastol (ZnL: Igg = 9,80-10,60, illetve CdL,: Igp =
11,60-12,24 tartomanyok).



Ennek egyrészt az az oka, hogy a peptidek mérete miatt nem kedvezményezett egy ijabb
ligandum kotddése a fémionokhoz. Tovabba lugos koriilmények kozott a teljesen
deprotonalt peptidek 4-5 negativ toltéstiek, ami szintén gatolhatja a stabilis biszkomplexek

kialakulasat.

3.2. '"H NMR spektroszkopiai és pH-potenciometrias vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy mig a
CdL; részecske nagy mennyiségben van jelen pH = 9 felett is, addig a ZnL, komplex
bazikus koriilmények kozott az 1:1 fémion:ligandum aranynal tapasztalt ZnH ;L
részecskévé és szabad ligandumma disszocial. A Cd?*-ion szoftabb karaktere, illetve a
Zn**-ion er8sebb Lewis savassaga okozhatja azt, hogy lugos koriilmények kozott (pH = 8
felett) a biszkomplexekre jellemz6 {4xS} tipusi koordinaciobol a hidroxidionok
fokozatosan Kiszoritjak ki a masodik ligandum tiolatcsoportjait a Zn®*-ion koordinacios

kornyezetébdl.

3.3. Zn**-, és Cd**-ionokkal ellentétben Hg**-ionok jelenlétében még pH > 9 felett sem
képzédik Hgl, biszkomplex. UV-spektroszkopiai mérések alapjan a vizsgalt pH
tartomanyban (pH = 3-11) a ligandumok 50%-a kotédik a fémionhoz {2xS} tipusu
koordinacidoval, majd a szabad peptidekhez hasonléan a ligandum feleslege Iugos
koriilmények kozott fémion-koordinacid nélkiil deprotonalodik. Ennek oka a ligandum
méretén és a negativ toltései kozotti taszitason til abban keresendd, hogy a Hg?*-ionok
kiemelkedd preferenciat mutatnak a kettes koordinacids szamu kornyezet irant, ellentétben

a Zn**-, és Cd**-ionok szamara kedvezményezett négyes koordinacids szammal. [1]

3.4. 199mHg PAC mérésekkel szintén bizonyitottuk, hogy ligandumfelesleg jelenlétében az
alkalmazott pH-tol fiiggetleniil az 1:1 Hg*":ligandum osszetételii rendszerrel megegyezé
komplex képzddik. A Cys egységek tiolatcsoportjain kiviil egyéb donorcsoport nem vesz
részt a koordinacioban. *H NMR mérések alapjan a Hgl. monokomplex és a szabad
ligandum kozotti ligandumcsere a savas pH tartomanyban (pH = 2-6) lassti/kdzepes
cseresebességrol a szabad peptid tiolcsoportjainak deprotonalodasaval parhuzamosan (pH =

7-11) a kozepes/gyors cseresebesség felé valtozik az NMR idéskalajahoz viszonyitva. [1]

4. Oldatszerkezet-vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a HS peptid imidazol-oldallanca részt
vesz a Zn**-, és Cd**-ionok megkotésében, azonban ez csak a Zn?*-HS komplexekben jar
kismértékii stabilitas-novekedéssel. A Hg” -ionok jelenlétében nem tapasztaltuk a hisztidin

részvételét a koordinacioban. [2,3]



4.1.

4.2.

4.3.

'H NMR és pH-potenciometrias eredményeink igazoljak, hogy Zn*-, és Cd**-HS
komplexekben a hisztidin koordinal a fémionokhoz. Mig a ZnHL részecskébdl (pH ~ 5,5)
tobbféle izomer lehet jelen, melyekben vagy a két Cys tiolatcsoportja, vagy egy Cys tiolat-,
¢és egy His imidazolcsoport kotédik a fémionhoz, addig a CdHL komplexben a hisztidin
nem kotédik a fémionhoz. Az ML térzskomplexekben a koordinacids kdrnyezet azonban
mar mindkét fémion esetében {2xS Nin, X} tipust, amelyben X vagy egy Asp

karboxilatcsoportot vagy egy koordinaldédo viz molekulat jelol.

A hisztidin oldallanc koordinacijanak érdekes modon csak a Zn?*-komplexek stabilitasara
van szamottevé hatdsa, ami a két fémion eltér6 donorcsoport preferencidjaval
magyarazhatd. A Zn?*- és Cd**-ionok HS peptiddel alkotott monokomplexeinek hidrolizise
a His egységet nem tartalmazo peptidek torzskomplexeihez képest alacsonyabb pH-n
kezdddik. A His imidazolcsoportjanak koordindcidja tehat noveli a fémcentrumok Lewis-

sav karakterét.

A HS ligandum Hg*-ionok jelenlétében mért *H NMR spektrumain a His aminosavhoz
tartozd CgHp, valamint C;H és CsH rezonancidk a szabad HS ligandum azonos
rezonanciaihoz nagyon hasonlo kémiai eltolodas értékeknél jelentkeznek, melynek alapjan
a hisztidinek nem vesznek részt a Hg?" ionok koordinacidjaban. A fémion koordinacios

kornyezete a hisztidint nem tartalmazé peptidekhez hasonldan {2xS } tipus.

. A Zn%*- é Cd**-ionok a HS peptiddel olyan biszkomplexeket is képeznek, melyekben a

hisztidinek imidazolcsoportjai is részt vesznek a fémionok koordinacidjaban. Hg2+-

ionokkal — a hisztidint nem tartalmazé peptidekhez hasonléan — biszkomplexek nem
képzédnek. [2,3]

5.1.

Zn**-ionok jelenlétében '"H NMR spektroszkopiai mérésekkel sikeresen bizonyitottuk, hogy
a pH = 7-10 tartomanyban biszkomplexek is képzédnek. pH = 8-nal 0,5:1 fémion:ligandum
arany mellett harom széles, de egymastdl elkiiloniilé His C¢ H és CspH rezonancia lathato.
Ezek a jelek harom egymastol eltéré kémiai kdrnyezetben 1évé hisztidinhez rendelhetdk,
melyek kozott lassi ligandumcsere van. A pH = 8-nal képzddé ZnHL, és ZnL,
biszkomplexekben tehat a két ligandum His egységei koziil valamelyik biztosan részt vesz

a fémion kotésében.



5.2.

5.3.

5.4.

'H NMR-, és UV spektroszkopiaval bizonyitottuk, hogy lugos pH-n (pH > 9,5) a Zn**-HS
rendszerben jelen levdé biszkomplexek a hisztidint nem tartalmazo biszkomplexekhez

hasonloan ZnH ;L részecskére és szabad ligandumra disszocialnak.

UV-spektroszkopiai eredmények alapjan a Cd?*:HS 0,5:1 rendszerben a tiolcsoportok
deprotonalodasa két 1épesben torténik meg. pH = 4,5-6,5 tartomanyban a tiolcsoportok ~
50%-a deprotonalodik, azaz a pH = 7-nal uralkodé6 CdH,L, komplexben a tiolcsoportok
jelentés hanyada még protonalt formaban van. A CdL, komplex képzodésével
parhuzamosan tapasztalhatdé abszorbancia-novekedés alapjan a pH ~ 8 felett képzddo

torzskomplexre jellemz6 koordinacidés mod {4xS™} tipusu.

A CdH,L, részecske képzddési tartomanyaban felvett 'H NMR spektrumokon a His
aminosav C¢H és CsH jelei a szabad HS jeleihez képest a nagyobb ppm értékek felé
tolodtak el, ugyanakkor a kémiai eltolddasok nagyon hasonloak az 1:1 fémion:ligandum
arany mellett mért értékekhez. Ennek alapjan a CdH,L, komplexben {2xS ,2xNjy} tipust
koordinacidés mod javasolhato. A CdL, részecske képzodésével parhuzamosan a pH ~ 7,5-
9,5 tartomanyban az "H NMR spektrumokon a hisztidinhez tartozé jelek a szabad ligandum
His C.H és CsH jeleire jellemzé kémiai eltolodasok felé kozelednek. Ezek alapjan
ligandum két ujabb Cys oldallanci tiolatcsoportjanak koordinaldédasaval a His
imidazolcsoportok kiszorulnak a fémion kornyezetébdl, kialakitva {4xS} tipust

koordinaciot.

6. Szerkezetvizsgalo médszerekkel igazoltuk, hogy a ligandum(ok)hoz képest két ekvivalens

Hg2+-i0n jelenlétében tobbmagvu komplexek is képzodnek.

6.1.

6.2.

A fémionfelesleg mellett mért NMR spektrumok jelentdsen eltérnek az 1:1 ardnynal
mértektl, ami a Hgl. komplextdl eltérd Osszetételi részecskék jelenlétét jelzi. Ezt az
(SR)CD spektroszkopiai vizsgalatok eredményei is tiikkrozik, ugyanis a Hg?**:ligandum 2:1
aranyl rendszerekben mért spektrumok alapjdn megvaltozik a ligandumok konformacidja

az 1:1 fémion:ligandum aranyhoz képest.

PAC spektroszképiai eredmények alapjan savas pH-n (pH < 7) egy olyan szerkezetii
komplex javasolhatd, amelyben a peptidek két tiolatcsoportja hidligandumként koti 6ssze a
két Hg?*-centrumot. Lugos koriilmények kozott (pH > 9) pedig a szeparalt Hg?'-

centrumokhoz 1-1 tiolatcsoport és 1-1 hidroxidion koordinalodik.



A lugos oldatokban (pH > 11) 2:1 Hg2+:ligandum arany mellett felvett SR(CD) spektrumok
idObeli valtozasa alapjan a 2:1 Osszetételli komplexbdl az egyik fémion lassan hidrolizis
termék képzoédése kozben tavozik, s igy kialakul az 1:1 aranynal is tapasztalt {2xS}

koordinaciéjia monokomplex.

7. PP és EC peptidek Ag'-komplexeit is tanulmanyoztuk. Oldatszerkezet-vizsgalatok alapjan

a ligandumok Cys tiolcsoportjainak egy része mar savas koriilmények kozott (pH < 2)

kotodik a fémionhoz. Semleges pH-tartomanyban ujabb deprotonalédas torténik. pH = 6

alatt azonban a tiolcsoport protonalt formaban torténé koordinalédasa is lehetséges. [1]

7.1.

7.2.

7.3.

UV-spektroszkopiai mérések alapjan a vizsgalt dodekapeptidek mar pH = 2,0 alatt
kotddnek az Ag'-ionhoz, a Hg®*-peptid rendszerekhez hasonléan. Semleges pH
tartomdnyban (pH = 6-8 kozo6tt) abszorbancia-ndvekedés figyelheté meg az 1:1
fémion:ligandum aranyt rendszerben. Ezzel parhuzamosan a pH-fiiggd CD spektrumokon
az ellipticitas értékek novekednek, ami jelent6s konformacio-valtozasra utal. 2 = 218 nm-
nél egy izodikroikus pont is megfigyelhetd, amely két egymassal egyensulyban 1évé

részecske jelenlétét jelzi.

Az Ag'-PP 1:1 rendszer pH-potenciometrias titralasi gorbéjén a pH = 5,5-ig torténd 3
ekvivalens lugfogyas arra utal, hogy ezen pH-ig a két karboxilcsoport mellett az egyik Cys
tiolcsoport deprotonalodaésa is lejatszodik. pH ~ 5,5-7 tartomanyban a titralasi gorbén egy
ujabb lépcsé lathatd, amely minden valoszinliség szerint a masodik tiolcsoport
deprotonaloddsénak és Ag'-koordinaciéjanak kdvetkezménye. A folyamat az UV-, és CD
titralasoknal megfigyelt valtozashoz hasonléan pKs ~ 6,5 értékkel jellemezhetd. Ez az érték

az altalunk vizsgalt fémionok kozott egyedi az egyértékii fémionra.

Az Ag'-PP 1:1 rendszerben pH = 6-nal mért 'H NMR spektrumon a Cys CgH>
hidrogénekhez rendelhetd rezonancidk a szabad ligandumra jellemzé kémiai eltolodas
értékeknél, valamint ehhez képest az alacsonyabb terek iranyaba eltolodva is jelentkeznek.
Ezek alapjan savas pH tartomanyban (pH = 2-6) a ligandum tiolcsoportjainak csak egy
része kotddik a fémionhoz, a tobbi még protonalt formaban van. A pH novelésével (pH = 6-
11 tartomanyban) a masodik tiolcsoport deprotonaldédasaval parhuzamosan a szabad

és kotott Cys  CgHo-hoz  rendelhetd  jelek  koaleszcencigjat  tapasztaltuk.



7.4. Az oldatszerkezet-vizsgalatok alapjan megallapithatdo, hogy a vizsgalt peptidek két
tiolcsoportjanak affinitdsa az Ag -ionhoz szignifikansan kiilonbozik, szemben a kétértékii
fémionoknal tapasztaltakkal. Mig a Hg?*-ionokra jellemz6 {2xS™} tipust koordinacié csak
a fiziologias pH-tartomany felett valik uralkodova, addig semleges pH alatt az egyik
deprotonaldodott tiolcsoport mellett a masik cisztein oldallanc protonalt formaban vald
koordinacidja is lehetséges. Kvantumkémiai szamitdsok alapjan egy protondlt cisztein
oldallanc kotédése az egyértékli fémionokhoz a CueR fehérjében is javasolhato.
Megjelenésével a masik monomer egység "Ser alegységét kozelebb huzza a fémion-kotd
doménhez, amely olyan szerkezeti valtozasokat indukalhat a fehérjében, amely
kulcsfontossagt lehet a fémion-szelektivitas kialakulasaban, s igy az egyértékli fémionok

érzékelésében.
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