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Bevezetés

A bioszervetlen kémia vagy szervetlen biokémia a fémes és nemfémes elemek
funkcioival foglalkozik a bioldgiai rendszerekben. A bioszervetlen kémia vélaszt keres arra,
hogy a szervetlen elemek milyen hatést fejtenek ki a biomolekuldk egészére, milyen mddon
befolyasoljak, illetve alakitjak ki azok funkcidit. A bioszervetlen kémiai néz6pont a bioldgiai
rendszereket a szervetlen elemek, tobbséglikben a fémionok oldalarol vizsgalja, és jol
kiegésziti a bioldgiai, biokémiai szemléletet.

Az é18 szervezetben a fémionok szamos biomolekulaval keriilhetnek gyengébb vagy
er6sebb koélcsdnhatasba, a koriilményektél fliggéen. Napjainkra az is egyértelm(ivé valt, hogy
a szerves anyagok kozul a fehérjék azok, amelyek a fémionok megkdtéseben meghatarozo
szerepet jatszanak. A kilonb6z6 femtartalmd enzimek, proteinek és egyeb peptidlancot
tartalmazé vegyuletek legegyszerlbben olyan rendszerekkel modellezheték, melyek kézponti
ionként valamilyen atmenetifémiont, ligandumként aminosavat, peptidet vagy azok
szarmazékat tartalmazzak. Az elmadlt évek vizsgalatai azt mutattak, hogy a
metalloproteinekben a fémionok megkd6tésére leggyakrabban a peptidlanc oldallancbeli
donorcsoportjai szolgalnak, pl. a hisztidin aminosav imidazolcsoportja. A Cu,Zn-szuperoxid-
dizmutaz enzim aktiv centrumaban példaul a hisztidin imidazol nitrogénje is részt vesz a
femionok koordinalasaban.

A Cu-kotéhely modellezésére egyetemiink Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban
kordbban mar el6allitottak és vizsgéltak szisztematikusan megtervezett tobb hisztidin
aminosavat tartalmazo terminélisan védett peptideket killénbdz6 fémionok jelenlétében.

Ebbe a munkaba kapcsolédtam be, amelynek soran celkitlizésem az volt, hogy egy
terminalisan védett hexapeptidet (Ac-His-Ala-Ala-His-Gly-His-NH,) el6allitsak és a
kordbban szintetizalt hasonlé (Ac-His-Gly-Gly-His-Gly-His-NH,) peptiddel egyditt a réz(I1)-
és nikkel(Il)-ionokkal kepzett komplexeket megvizsgaljam. Ez lehet6séget adott annak
tanulmanyozasara is, hogy ha a harom hisztidin aminosav kozul kett6 egymastdl tavolabb

helyezkedik el, hogyan valtozik a peptidek komplexkepzé sajatsaga.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. A nikkel bioldgiai szerepe'?

A nikkel az emberi szervezet alland6 alkotéja. Akar 7-10 mg Ni/70 kg testsuly is
kimutathato. Letfontossdga az emberi szervezetben (és altalaban a gerincesek szervezetében)
bizonytalan, azonban hidnya torpendvést, terméketlenséget okozhat. Ha felhalmozddik a
szervezetben tlid6rak, b6érgyulladas alakulhat ki, elsésorban a néknél.

A nikkel és kulonosen egyes vegylleteinek toxicitasa hossz( id6 oOta ismeretes. A
legaltalanosabb és legismertebb formaja a nikkel toxicitasanak a Nickel Dermatitis, ami az
allergias megbetegedések kozé sorolhatd. A nikkeltargyakkal (pl. ékszer, egyéb hasznélati
targy) vald tartos érintkezés eredményekent kialakulo, az ekcémas kiltésekhez hasonlithat6
bérelvaltozast jelent, amelynek kialakulasa és kezelési mechanizmusa még kevésse ismert.

Fontos megfigyelés, hogy a szervezetben helyettesithet mas atmeneti fémeket. Igen
gyakoriak a nikkel tartalmd enzimek az alacsonyabb rend( él16 szervezetek (pl.: baktériumok)
korében, illetve a névényvildgban. Ennek oka, hogy a nikkel sokkal fontosabb szerepet toltott
be a foldi élet kialakuldsénak kezdeti szakaszaban, majd a hatékonyabb rendszerek az
evolucio soran kiszoritottak ezeket az enzimeket.

A nikkeltartalmi enzimekkel tobb terlleten talalkozhatunk, a legismertebb az ureaz.
Az uredz enzim a hidrolazok kdzé sorolhat6, a karbamid hidrolizisét katalizalja. Ugyancsak
nikkel tartalmd enzimek a hidrogendzok, melyek a hidrogén és az oxigén vizzé valo
atalakulasat katalizaljak. Erdemes megemliteni tovabba a koenzim Faso-et, illetve a metil-S-
koenzim-M reduktazt, amely a széndioxid metanna vald atalakulasaban vesz részt. Az utdbbi
két enzimben a nikkel +1-es oxidacids szammal rendelkezik, mig altaldban az enzimek
zémében +2-es az oxidacios szdma. Ujabb kutatdsok soran nikkel tartalmd szuperoxid-
dizmutaz enzimeket is felfedeztek.

Gyakorlati szempontbol egyre jelentésebb tertilete a nikkel biologiai szerepének a
hiperakkumulalo névényekhez kapcsolhatd. A névények kétfajta mechanizmust fejlesztettek
ki a nehézfémek toxikus hatasaval szemben. Vannak névények, melyek képesek kizarni a
nehézfémek felszivodasat, persze csak bizonyos hatarok kozott, illetve vannak, amelyek
képesek magas koncentracidban felhalmozni bizonyos elemeket. Ez utdébbi mechanizmus

legismertebb formait a nikkel esetében irtak le.
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1.2. A réz biolégiai szerepe™®*

A réz valamennyi él6 szervezet szamara létfontossagi nyomelem. A szervezetben
szinte kizardlag fehérjekhez kotott formaban van jelen, s ezek tdbbségukben enzimatikus
szerepet toltenek be, valamint a Cu(l)-Cu(ll) redoxirendszer réven a biologiai oxidacios
folyamatokban vesznek részt. A réztartalmd fehérjék az alacsonyabb rend( élélények
szervezetében az oxigén szallitasanak funkciojat is ellatjak. Ez azért van, mert a réz és a vas
biokémiaja nagy mértékben hasonld. Altalanossagban elmondhatd, hogy a vastartalmd
enzimeknek a bioldgiai rendszerekben megtalalhatok a réztartalmd hasonlé funkcioju
analogjai (alacsonyabb rendi él6lényekben). A réztartalmu fehérjék csoportjaba tartoznak az
elektronszallité fehérjék (kékréz fehérjék) is. A réz megtalalhatdé még pl. a citokrom c-
oxidazban és a szuperoxid-dizmutaz enzimben.

A réztartalma feherjék kémiai jellemzOje, hogy ezekben a réz koordinacids
geometriagja nem értelmezhet6 egyszerlien azokkal a paramérerekkel, amelyek a réz
kilénbdz6 oxidacids allapotd modell komplexeihez altalanosan rendelhet6k, ezért ezeket
kilénbdz6 szerkezeti tipusokba soroltak: I-es tipusa, an. ,,kék réz” fehérjék, ll-es tipusu, un.
»nem kék rez” fehérjek, Il1-as tipusu, kétmagvu réz kdzpontot tartalmazo fehérjék, valamint a
harom vagy negy réz alegységet tartalmazo 1V-es tipusu rézfehérjék.

A réz esetén nagyon jol ismertek a kilonb6z6 megbetegedések, mind az elem
felhalmozddasa, mind hianya miatt. A Menkes-kér (gondor haj betegség) a réztranszport
orokletes rendellenessége, melynek kovetkeztében kialakulo rézhiany sdlyos elvaltozasokat
idézhet el6 a fejl6désben. A Wilson-kor szintén orokletes betegség, a szervezet réztarolo
képességének zavara. Ennek kovetkeztében a réz a majban és az agyszovetekben kotodik,
sulyos rendellenességeket okozva. Réz sziikséges a voOrosvérsejtek éréséhez, a vasnak a
hembe valo beépiléséhez és a vas mobilizalasahoz a ferritinb6l a transzferrinbe, mivel
katalizalja a Fe(lll)/Fe(ll) redoxi atalakulast, ami szikséges a vasnak a

szallito/tarolé/funkcionalis fehérjék kozotti mozgasahoz.
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1.3. A szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek szerepe®®

Az O, redukcidja soran keletkez6 intermedierek (O, és O,%) igen reaktivak, a
szervezet molekulait gyors gyokos reakcidkban elroncsoljak, igy ezeket semlegesitenie kell a
szervezetnek. A semlegesités oxidacioval, redukcidval vagy diszproporcioval torténhet.
Utobbi szerint torténik a szuperoxid-gyokanion (O,-) szuperoxid-dizmutaz enzim Altal
katalizalt semlegesitése. A reakcid sordn a gyokanionbdl oxigén és hidrogén-peroxid
keletkezik:

202'_+2 H - Og+ H202

A reakcidban képz6d6 hidrogén-peroxid tovabbi diszproporcids reakcioban oxigéenné és vizzé

alakul a katalaz, illetve a peroxidaz enzim hatéséara:

H20;, + H0; —» 2 H,0 + O, (katalaz)
H,0,+ RH; - H,O + RH-OH (peroxidaz)

Az eukariotak (sejtmaggal rendelkezd szervezetek) citoplazméajaban mikodd Cu/Zn-
tartalmu SOD mellett a prokaridtakban (sejtmaggal nem rendelkez6 szervezetek) vastartalmui
(baktériumok és novények) valamint mangéantartalmd (mitokondrium és baktériumok)
enzimek is fellelhet6ek az élGvilagban. Ujabban egy kizardlag mikroorganizmusokban
megtalalhatd, nikkel tartalmi SOD enzimet is azonositottak.

A SOD-enzimek kdzil a legjobban ismert a Cu/Zn-tartalmad, mely két viszonylag kis
alegységbél all (molekulatémege 2x16 kDa). Mindkét alegység tartalmaz egy réz- és egy cink
iont, melyeket egy deprotonalt imidazolat-gycri hidligandumként kot 6ssze (1. abra). A cink
koordinacioja kozel tetraéderes elrendezédest, a hidligandumon kivil tovabbi 2 His és egy
Asp kapcsolddik hozza. A réz koordinacidja erdsen torzult elrendez6dést mutat, atmenetet
képez a négyzetes piramisos €s a trigonalis bipiramisos geometria k6zo6tt, melyet a tovabbi 3
His egység koordinécidja okoz. A dizmutalasi reakcid lényege, hogy a Cu centrum egyik
allapotaban kepes a O, oxidalasara, mig a masik allapotaban a redukalasara. A katalitikus

aktiv centrumban a kovetkez6 reakciok jatszodnak le:
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1. &bra: A Cu/Zn SOD enzim aktiv centruma

A réz(Iion az elsd lépésben O,-né oxidalja az elsd, a masodik lépésben pedig a
réz(l)ion peroxidda redukalja a masodik szuperoxid-gyokaniont. Tehat az enzim egyetlen
katalitikus ciklus soran két szuperoxid-gyokaniont képes atalakitani, mikézben a réz oxidacios
allapota a Cu(ll) — Cu(l) — Cu(ll), geometridgja pedig a négyzetes piramis - torzult
tetraéder — négyzetes piramis valtozasokon megy at. Feltételezhetéen a két fémiont
0sszekapcsold imidazolato-hid az enzim mUkddese sordn felbomlik, majd Gjra visszaalakul.
Ebben a folyamatban a cink(ll)-ionnak fontos szerepe van, mivel hatdsara marad a His
imidazol gydrQje olyan helyzetben, hogy az imidazolato-hid ismét kialakulhasson a katalitikus
ciklus végeén.

A Ni-SOD enzim szerkezetileg teljesen kiilonbdz6 a vas-, mangan- illetve a réz/cink-
tartalmd SOD enzimekt6l. Ezen enzim aktiv centrumaban csupan egy nikkeliont tartalmaz,
viszonylag kis méretd, kortlbelul 120 aminosavat tartalmazé fehérje. A nikkelion mind az
oxidalt Ni(lll), mind a redukalt Ni(ll) formajaban két cisztein alegység oldallancaihoz
koordinalédik. Koordinacios szférdjat az N-terminalis His aminosav imidazol oldallanca,
valamint egy peptidkotés amidnitrogenje egésziti ki. Redukalt formaban a fémion koril

siknégyzetes elrendez6dés alakul ki, mig oxidalt formaban a geometria torzul az axialis
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helyzetben koordindléd6 hisztidin imidazol-nitrogénje miatt. Az enzim miikodésérél keves

ismeret &ll rendelkezésre szerkezetének ily részletes ismerete ellenére.”®

1.4. Védett multihisztidin tartalma peptidek komplexei®*

Az eddigi vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy hisztidin jelenlétében a fémion
elsésorban az imidazolnitrogénekhez koordinalodik. Ezen donoratomok horgonyként
viselkednek, csakdgy mint az N-terminalis részen szabadon taldlhatd6 aminocsoport. Sokszor
hasznalnak szabad aminocsoportot tartalmazd peptideket enzimek aktiv centrumanak
modellezeésére. Azonban a legtébb enzimben, igy példaul a Cu,Zn-szuperoxid-dizmutaz
enzimben is a fémion csak az imidazolnitrogéneken keresztil koordinalodik. Igy a
modellvegyiletek kozul azokkal célszer(i dolgozni, amelyekben az aminocsoportot és a
karboxilcsoportot véddcsoporttal blokkoljak. Ezekben a peptidekben a hisztidin veszi at a
horgonydonor szerepét, ahogy az a természetes enzimben is gyakran el6fordul.

Kutatocsoportunkban szamos tébb hisztidint tartalmazé peptid oldategyensulyi
viselkedését tanulmanyoztak. Vizsgaltak két hisztidint tartalmazo peptideket, amelyek a
horgonydonorként viselkeddé hisztidin mellett aszparaginsavat, valint eés glicint is
tartalmaztak.***® Jellemeztek olyan peptideket is, amelyekben a hisztidineket két aminosav
valasztotta el egymastdl. Az eredmények rédmutattak arra, hogy stabilisabb komplexek
keletkeznek akkor, ha a hisztidineket egy aminosav valasztja el egymastol. igy keriilt sor a
HXHYH (X, Y= glycin, valin, alanin, prolin vagy szarkozin) szekvenciaju peptidek
szintézisére. A ligandumok Cu(ll)-iont tartalmaz6 oldataiban a harom hisztidin jelenléte
lehetévé teszi makrokelatok kialakulasat, ami CuA dsszetételli komplex kialakulasahoz vezet.
A makrokelatok képz6dése visszaszoritja ugyan az amidnitrogének deprotonalodasat, de teljes
mértékben nem tudja megakadalyozni azt.

Az amiloid prekurzor protein (APP) mindkeét terminuson védett peptidfragmensei a
HXHYH szekvenciju részt tartalmazzdk. 5-6s pH érték koral a Cu(ll)-ion mindharom
imidazolnitrogénhez koordinalddik. Fizioldgias pH-n a fémion a Leu(148) és His(149)-hez
tartoz6 amidnitrogének deprotonalddasat indukélja, ezaltal az Im(N), Im(N), Im(N), 2N-
kétésmoda komplex alakul ki, szokatlan térbeli szerkezettel ***°
Ha a HXHYH szekvenciaju peptidekben a hisztidinek kézott szarkozin talalhat6™,

ezen ligandumok esetében gatolt az amidnitrogének deprotonaldédasa. A kisebb tagszamu
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peptideknél is stabilis a CuA 0Osszetételd komplex, a harom szarkozint tartalmazo
heptapeptidek esetében azonban pH=6 felett uralkodd részecskének szamit, még nagyobb
stabilitast mutat.

Az 6sszehasonlitd elemzések ravilagitottak, hogy a makrokelat szerkezetet tartalmazo
komplexek termodinamikai stabilitdsa fligg a peptidlancban helyet foglalé hisztidinek
szamatol, egymashoz viszonyitott helyzetét6l és pozicidjatol. A legnagyobb stabilitasu

komplexek a HXHYH szekvenciat tartalmazé peptidek esetében képzddnek.

2. Kiserleti koralmények, vizsgalati modszerek

2.1. Felhasznalt vegyszerek

A méréseket pontosan ismert koncentracioju CuCl,, NiCl,, HCI és KOH oldatokkal
vegeztem. A KOH oldat pontos koncentracidjat pH-potenciometridsan hataroztam meg
kalium-hidrogén-ftalat-oldat titralasi gorbéjének Gran-féle linearizalasaval'’, majd a
savkoncentraciot a mar pontosan ismert koncentracidju lugoldatra hataroztam meg.

A titralasokat ~0,2 mol/dm?® pontosan ismert koncentraciojd, karbonatmentes, argon
atmoszféraban készitett és tarolt KOH oldattal végeztem. Az egyes mintdkban az allandd
ionerésséget 1 mol/dm?® koncentraciéju KCI oldattal &llitottam be gy, hogy a koncentréaci6ja

minden mintaban 0,2 mol/dm?® legyen.

2.2 Vizsgalt peptidek

Az altalam vizsgalt ligandumokat a Debreceni Egyetem Analitikai és Szervetlen
Kémiai Tanszekének tulajdonaban allo Liberty 1 tipusu szilard fazisu peptidszintetizalo
berendezéssel allitottuk el6. A vizsgalt ligandumok egyikét (Ac-His-Ala-Ala-His-Gly-His-
NH,, tovabbiakban HAAHGH) sajat magam allitottam el6, mig a masik ligandumot (Ac-His-
Gly-Gly-His-Gly-His-NH,, tovabbiakban HGGHGH) a Bioszervetlen Kémiai Kutatdcsoport

egy masik tagja, Asztalos Jozsef Attila szintetizalta®® (2. 4bra).
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2. dbra: A vizsgélt peptidek szerkezeti képlete

2.3 Peptidszintézis

A peptidszintézist Liberty 1 tipust szilard fazisu peptidszintetizaloval végeztik. Ezt a
technikat 1963-ban egy amerikai professzor, R. B. Merrifield publikélta a peptidek
szintézisére.'® Ezen mddszer automatizalasaval ma mar egyszeriibb médon tudunk peptideket
szintetizalni. A mikrohullammal sugéarzott reakciotér eredményeként csaknem teljesen tiszta
peptideket lehet elGallitani. A készilek teljes mertékben szamitdgép altal vezérelt. A
szamitdgép segitsegével kiszamithatjuk a szikséges aminosavak, illetve reagensek
mennyiségét. Ehhez el6szor be kell taplalni az el6allitani kivant peptid szekvenciajat, majd
kivélasztjuk, hogy védett vagy szabad vegcsoportot tartalmazzon. Meg kell adnunk a
hasznalni kivant gyanta minGségét, illetve az elGallitani kivant anyagmennyiséget. Ezutan a
program kiszamolja a szlikséges mennyiségeket.

Az esetleges hibak elkerlése érdekében minden esetben felesleget alkalmaztunk a
szdmitott mennyiségekhez képest. A bemerés sordn az aminosavakat szilard allapotban,
tomeg szerint mértik ki tarameérlegen. A megfelel6 flakonokba helyeztuk G6ket, majd
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megfeleld térfogatdt DMF (dimetil-formamid) olddszerben feloldottuk 6Gket, és a helyiikre
csavartuk a flakonokat. Két aminosav kapcsolasahoz el6szor el kell tavolitani a Fmoc (9-
fluor-metiloxi-karbonil-csoport) veddcsoportokat, majd aktivator (HOBLt: hidroxi-benztriazol,
TBTU: benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametil-uronium-tetrafluoro-borat) illetve aktivator bazis
(DIPEA: diizopropil-etil-amin) hozzdadasa sziikséges. A kovetkez6 kapcsolashoz ismét el
kell tavolitani a veddcsoportot, ez 20%-os piperidin (DMF-ben) oldattal torténik. Az utolsé
aminosav kapcsoldsa utan a C-terminalis vég acil-védécsoportja 5% Ac,O-t (ecetsav-
anhidrid) és 6% DIPEA-t tartalmazdé DMF oldattal tortén6 kezelés soran kerul a peptidre.

Amikor a  védd6csoport is rakertlt a peptidre, TFA/TIS/EDT/H,0
(trifluorecetsav/triizopropil-szilan/etan-ditiol/viz) hasitoeleggyel le kell hasitani a gyantarol.
Ezt kovetOen kicsapjuk a peptidet, igy szlrhet6vé valik, majd liofilizalas soran az 6sszes vizet
eltavolitjuk réla. A liofilizalast kovetéen a szilard peptidet kézhez kapjuk, és
fagyasztdladaban korlatlan ideig tarolhatjuk.

Az elGallitott peptidet 50%-o0s kitermeléssel allitottam el6. Tisztasagat HPLC-vel
vizsgaltuk, a HPLC-D429 késziiléken Grace Vydac Tp C18-as (300 A, 5um, 250mm-4,6mm)
kolonnaval. A HPLC vizsgalat alapjan a peptid megfelel6 tisztasagu. A HPLC kromatogramot

a 3. &bra mutatja be.

50000

HPLC kromatogram

250000

350000

250000

Intenzitas

150000

50000

g 10 15 20 25 30
~50000

1dé (perc)
3. bra: Az eléallitott peptid HPLC kromatogramja
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2.4 pH-Potenciometria

Az oldatban lejatsz6dé egyensulyi folyamatok allanddinak ismerete elméleti és
gyakorlati szempontbol egyarant fontos. Esetliinkben a kepzdddé komplexek stabilitasi
allanddit hataroztuk meg potenciometrias mérésekkel.

Az elGallitott peptidekb6l vizes oldatokat készitettem, az egyes mintdk kezdeti
térfogata 3 illetve 4 ml, koncentracidjuk ligandumra nézve 2-103-3-10° mol/dm?® kozott
valtozott. A ligandum-fémion aranyat 1:3 és 2:1 aranyok kozott valtoztattam.

Az ionerdsséget megfeleld mennyiségli 1 mol/dm® koncentraciju KCI oldat
hozzéadasaval biztositottam, igy az ionerGsség jO kozelitéssel megegyezik a mér6oldat
koncentracidjaval, azonban jéval nagyobb, mint a ligandum-, illetve fémionkoncentracio
0sszege, igy biztositva van, hogy az ioner6sség nem valtozik a mintaban a titralas soran.

A méresek Kivitelezéséhez egy szamitogép altal vezérelt MOL-ACcS burettat és egy
Metrohm 6.0234.100 kombinalt Gvegelektroddal ellatott MOLSPIN pH-mér6t alkalmaztam.
A ~0,2 mol/dm® koncentracidjd KOH oldatot egy 1 cm?® térfogatl Hamilton fecskend6bél
adagolta az automata biretta.
hidrogén-ftalat oldattal végeztem, melynek pH-ja 25°C-on 4,008. Az alland6 hémérsékletet
ultratermosztattal biztositottam. A mintdkat magneses keverd segitsegével kevertettem, az
egyensuly beallasanak gyorsitasa érdekében. Az oxigén Kkizarasat argon gaz oldat folé
vezetéseével biztositottam.

A mérések eredményeit szamitogép segitségével értékeltem ki. A ligandumok
Zékany Laszl6 altal kifejlesztett PSEQUAD?, valamint ennek egy tovabbfejlesztett
véltozatdt, a SUPERQUAD?' programokat hasznaltam. A program a bruttd stabilitasi
allandok logaritmuséat szamitja:

Komplexképz6dés bruttd folyamata: pM + gH + A =— MyHA,

Komplexek stabilitasi szorzata: Bpgr = [MpAqH / [IMIP[A]? [H]'

Bogr @ Kilonboz6 lépcsbzetes folyamatok eredGjébdl adodik, igy tovabbi informaciokat,

dsszehasonlitasi lehetdségeket ad a Iépcsdzetes egyensulyokra vonatkozo allandok képzése.
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2.5 UV-lathat6 spektrofotometria

A spektrofotometriai modszerek alapja azon jelenség, hogy a molekula vagy atom
fénnyel torténé besugarzas soran gerjesztett allapotba jut, aminek oka, hogy a besugéarzott
fény egy részét elnyeli. A gerjesztéssel analdég modon fotonok formajaban energiat emittal,
igy visszajut alapéllapotba. A besugarzott fény lecsokkent intenzitasat mérni tudjuk. Mivel a
fehér fény tobb komponensbdl tevldik dssze, nehéz lenne kiszlrni, hogy milyen energiaju
fenyt nyelt el a molekula. Ennek egyszer(ibbé tételére a mintdt monokromatikus fénnyel
sugarozzuk be, méghozza gy, hogy a hullamhosszat valtoztatjuk. igy nyerhet6 a minta
spektruma, ahol az ateresztett (illetve a minta altal visszavert) sugarzas intenzitasat vagy az
ezekbdl szamolt abszorbealt fény intenzitasat abrazoljuk a gerjeszt6 sugarzas energiajanak
fuggvényeében.

Az UV-lathato spektrofotometriai mddszert hasznalhatjuk kvalitativ, illetve kvantitativ
meghatarozasokra egyarant. A mi esetiinkben a kiilénb6z6 pH-értékeken felvett spektrumok
maximumainak eltolodasa alapjan a komplexek szerkezetére, geometriajara es a koordinal6do
donoratomok szdmaéra kovetkeztethetlnk.

Cu(1D-komplexek: A Cu(ll)-ligandum rendszerek vizsgalata soran a spektrumokat

Perkin Elmer Lamda 25 tipusu kétsugaras fotométeren, 1,000 cm-es kivettaban vettik fel
kilénb6z6 pH-értékeken, kilénbdzd fémion/ligandum aranyoknal.

A réz(11)-komplexek spektroszkdpiali sajatsagairol nehéz altalanos
torvenyszerisegeket levonni a koordinacios mddok sokfélesége, illetve a sok befolyasolo
tényez6 miatt. A tetragonalisan torzult, oktaéderes szerkezetli komplexekben a d-d
atmenetekhet tartozd savok osszeolvadhatnak, energidjuk és intenzitasuk erfsen fligg a
koordinalédé donoratomok szamatdl. A vizes oldatokban jelenlevé [Cu(H20)s]**-ion négy
ekvatorialis vizmolekuldjanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténé helyettesitése az
abszorpciés maximumot a révidebb hullamhosszak fele tolja el. Ez az effektus kilondsen
nitrogéndonoroknal jelent6s. Kvantitativ osszefuggések megadasat az neheziti, hogy az
effektus nagysaga a donoratom kémiai természetén kiviul fliigg a kelatgydirli meretétol,
valamint a ligandumhoz kapcsolddo, de a koordinacioban részt nem vevé szubsztituensekt6l
is. Az abszorpcios maximumok helye megbecsulheté a kovetkez6 empirikus fliggvény

alapjan®:
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10°
nm) =

A -
L18 +0,052(COO™) + 0,166(NH, ) + 0,200(N =) + 0,140(Im)]

max [

Ezen 6sszefliggés nem alkalmazhatd abban az esetben, ha kelatképz6dés van az egyik axialis
pozicioval. Az axialis koordinacid ugyanis a Amax ertékeinek kismértékd eltolodasat
eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé (voros eltolddas).

Ni(l)-komplexek: A Ni(ll)-ligandum rendszerek spektrumait Hewlett Packard

HP8453 tipusl, egysugaras, diddasoros fotométeren vettik fel 1,000 cm-es kiivettaban
kilénb6z6 pH-értékeken, kilonbdz6 fémion/ligandum aranyoknal.

A Ni(ll)-komplexek jellemz6é koordinacios szdma a 4, 5 és 6, ezek kozil a
legjellemzdbb a 4 és 6. A 6-0s koordinacids szamu, oktaéderes geometriaju komplexeknek
harom spinmegengedett d-d 4&tmenete van a lathatd hulldmhossz tartomanyban, de mindharom
eléeg gyenge. A Kkomplex geometrigjanak torzulasa a kozéps6 sav felhasadasat
eredményezheti. Ezek mellett 1étezik egy még kisebb intenzitasu, spintiltott atmenet is, amely
altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik csucson.

A 4-es koordinacios szamu, tetraéderes geometriaju nikkel(I1)-komplexek elnyelése
sokkal intenzivebb. A lathat6 sav hulldmhossz tartomanya 500-900 nm.

A 4-es koordinacios szammal gyakran képzddnek diamagneses sajatsagu, siknegyzetes
geometriaju komplexek is, kiildndsen eros terd ligandumok esetén (ilyenek lehetnek példaul a
peptidek amidnitrogénjei). Ezek kdnnyen ki is alakulhatnak mas geometriaju komplexekbél.
Az ilyen szerkezetli komplexek 400-550 nm koril adnak egy elég intenziv sdvot. Egy

masodik, meg intenzivebb sav talalhaté 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredetd.

2.6 Cirkuléris dikroizmus (CD) — spektroszkdpia

A CD spektroszkopia a polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag kdlcsénhatasan
alapul6 spektroszkopiai madszer. A sikban polarizalt fény egy balra és egy jobbra cirkulérisan
polarizalt fénysugar dsszegének tekinthet6. Az optikailag aktiv anyagok a sikban polarizalt
fény ezen két OsszetevOjevel kulonbozdképpen 1épnek kolcsonhatasba (eltéré a
torésmutatojuk), a kilép6 feny elliptikusan polarizalt lesz. A cirkularis dikroizmus, vagy méas
néven Cotton-effektus a sikban polarizalt fény két 6sszetevéjének kiillonb6zé abszorpcidja.

Az optikailag aktiv anyagokban a jobbra és a balra cirkularisan polarizalt sugarzas

nemcsak kulonb6zd torésmutatdéval, hanem kulonb6zd abszorpcids koefficienssel is
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jellemezhetd. igy a kdzegen valo athaladas utan a két sugar killénbdz6 helyen és amplitadéval
talalkozik. A kétféle fénysugar abszorpciojanak kuilonbségét (pontosabban a Ae = €45 — Ejobn
értéket) a hullamhossz fliggvényeben abrazolva megkapjuk a cirkularis dikroizmus gorbét. A
CD gorbe maximuma, illetve minimuma az elektrongerjesztési abszorpcids spektrum

maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel jelentkezik.

Ve

Ve

komplexmolekula optikai aktivitdsat okozhatja a koOzponti atom aszimmetridja, vagy a
komplexképz6dés hatasara a ligandum donoratomjan kialakulé aszimmetria (Meisenheimer-
komplex). A koordinacié hatasara nem csak egy donoratom, hanem egy egész ligandum is
aszimmetrikussa valhat, ami szintén a komplex optikai aktivitasat eredményezi.

A komplexek CD-spektrumanak egyik jellegzetessége a jelek intenzitasanak
additivitasa, azaz az egyes (nem koordinalédd) oldallancok hatasa 6sszeadddik. Példaul a
trialanin komplexének CD intenzitdsa egy adott hullamhosszon egyenlé a haromféle, egy
alaninbdl es két glicinbdl feléplld tripeptidek esetén tapasztalt intenzitdsok 0sszegével. Ez az
0sszefliggés nemcsak az alanin esetén igaz, hanem valamennyi nemkoordinalédé oldallancot

23-25

tartalmazé peptidre érvényes. Altalanosan megfogalmazva egy XYZ tripeptid

komplexének vérhatdé CD spektruma adott hullamhosszon a kdvetkezdkeppen szamithato:

AE;{—Y—Z =AS§—GI_v—Gly " ASSI}f—Y—GIy 4 AESIy—GIy—Z
ahol AeyY% az adott X-Y-Z tripeptid MAH_, dsszetétel(i komplexének A hullamhosszon
mért Cotton-effektusa.

A CD-méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztem. A
spektrumokat JASCO-810 spektrométeren, szobahémersékletli vizes oldatokban vettem fel
kilénbdz6 pH-értékeknél, illetve feémion/ligandum aranyoknal. 0,100 és 1,000 cm-es

Uthosszusagu kulvettakat hasznaltam.
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3. Kiserleti eredmények és értékelésuk

3.1. A ligandumok protonalodasi allandéi

Els6ként a vizsgalt ligandumok protonalddasi allandéit hatdroztam meg pH-
potenciometridsan. A protonalddasi allandokat az 1. tablazatban foglaltam 06ssze. Mivel
mindkét altalam vizsgélt ligandum terminalisan védett peptid, ezért csak az oldallanc
deprotonalddéasénak &llandoi hatarozhatok meg. Ennek megfeleléen a deprotonélodasi

allandok a hisztidin aminosavak imidazolcsoportjainoz rendelhet6k. Néhany korabban

rrrrr

rrrrr

T=25°C)

Protonalédasi allandok

Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-
HAAHGH- | HGGHGH- | HGGHGH- | HVHGH- | HGGH- | HVVH-
NH, NH,*® NH, NH,™ NH,% NH,®
[HA]" | 7,00 (1) 7,01 7,03 (2) 6,92 6,84 6,73
[H.A]" | 13,36 (1) 13,36 13,37 (2) 13,23 12,88 12,74
[H:A]" | 19,16 (1) 19,21 19,18 (3) 18,95 - -
pK4 5,80 (1) 5,85 5,81 (3) 5,72 6,04 6,01
pKo 6,36 (1) 6,35 6,34 (2) 6,31 6,84 6,73
pK3 7,00 (1) 7,01 7,03 (2) 6,92 - -

/////

JO egyezésben vannak egymaéassal. A HXXHGH szekvencidju peptidekre kapott ertékek
gyakorlatilag megegyeznek, és hasondak a HVHGH szekvenciaju peptidéhez is. Ez arra utal,
hogy az hogy az egyik hisztidin egy aminosavval tavolabbra kerilt, nem befolyasolta a sav-

bazis egyensulyi folyamatokat.
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3.2. A peptidek Ni(lIl)-komplexei

Lagekvivalens abrazolisa (HGGHGH)

— 1

Az

+PK

i

—=— Ni:HGGHGH
1:3

Ni:HGGHGH
1A

AN

-1 a 1 2 3 4 5 ] T B 9 10 11
Lugekvivalens

4. dbra: A Ni(11)-HGGHGH rendszer titralasi gorbéi (ciig=3,0-10"° mol/dm?®)

Logekvivalens abrazolasa (HAAHGH)

ot

"
\
\

—pK
1 M —= Ni-HAAHGH

= 1:3
= Ni-HAAHGH

74 1:1
/ ——MNi:HAAHGH

_..-""- e

-1 a 1 2 3 4 E ] 7 a8 9 10

Lugekvivalens

5. dbra: A Ni(Il)-HAAHGH rendszer titralasi gorbéi (ciig=3,0-10"° mol/dm?)

A titralasi gorbeken jol latszik, hogy ~5-6s pH-értéken kezdddik a komplexkepzddes,
majd az ekvivalencia pont beéllta utan egy Ujabb lugfogyasztod folyamat sordn megkezdédik
az amidnitrogének deprotonalédasa.
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A nikkel(Il)-komplexekre szdmolt stabilitasi allanddkat a 2. t&blazatban foglaltam
0ssze. Nehany korabban meghatarozott ligandum adatait is feltlintettem 6sszehasonlitas

celjara.

2. téblazat: A nikkel(Il)-komplexekre szamolt stabilitasi allandék logaritmusa (I = 0,2
mol/dm?® (KCI), T = 25°C)

Ni(11)-komplexek stabilitasi és protonalodasi allandoi

Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-
lgB HAAHGH- | HGGHGH- | HVHGH- | HGGH- | HVVH- | HGH-
NH, NH?2 NH, NH,% NH,? | NHMe"
NiAH 10.71 (5) 10.7 (2) 10.83 - - 9.32
NiA 4.66 (4) 4.78 (9) 4.8 3.70 3.67 4.02
NiAH., - - -12.59 - - -13.28
NiAH.; -21.6 (6) -21.4 (13) —22.04 -21.81 —23.62 | -22.17
NiA, - - - - - 6.93
Ni>AH. - - -8.91 - - -
Ni,AH.4 -25.64 (5) -25.4 (16) —25.73 - - -
Ni,AH.5 - - —35.64 - - -
pK3(amid)® 8.75 8.73 - 8.50 9.10 -
pK12(amid)® - - 8,69 - - 8,65
pKs(amid)° - - 472 - - 4,44
i A%Ni n| 605 5.02 6.03 i i 5.3

* [IgB(NiA)-IgB(NIAH.3)]/3, ° [IgB(NiA)-IgB(NIAH.2)]/2, © [IgB(NiAH-2)-IgB(NiAH.5)]/2

A téblézat adataibodl lathatd, hogy mind a HAAHGH mind a HGGHGH szekvencigju
peptid esetében ugyanolyan 0Osszetételli komplexek vannak jelen a rendszerben. Mind
ekvimolaris, mind ligandumfelesleget tartalmazo oldatban 1:1 aranyd komplexek keletkeznek.
Fémfelesleg esetén kétmagvu komplexek keletkezése is feltételezhetd.

A NiAH o6sszetételd komplex esetében két imidazolgy(r(n koordinalddik a fémion,
mig a harmadik protonalt formaban marad. Ez tébbféle izomer szerkezetben valosulhat meg.
Ahhoz, hogy megbecsiljuk, melyik izomer szerkezet a kedvez6bb, 6ssze kell hasonlitanunk a
kilénbdz6 szekvenciaju peptidekhez tartozo adatokat. Ezeket az adatokat a 3. tablazatban
foglaltam ©ssze. A két imidazol nitrogén koordinéciéju komplexek stabilitasi allandoi a
harom hisztidin aminosavat tartalmazé peptidek esetében a
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folyamatra vonatkozé allando, mig a két hisztidin aminosavat tartalmazo peptidek esetében a

Ni(

1) + AH

NiA Osszetétel komplexek stabilitasi &llandoi.

3. tablazat:

allanddinak logaritmusa (* IgB(NiA))

[E——
—_—

NiA + H*

A két imidazol nitrogén koordinacioju nikkel(ll)-komplexek stabilitasi

IgB(NiAH)-pK3 IgB(NiA) IgB(NiAH)-pK3
HGGHGH 3,69 HGGH 3,70 HGH 4,02
HAAHGH 3,71 HVVH 3,67 HVHGH 3,91

Az adatok alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt két peptid esetén a szamitott értékek
kdzelebb vannak azon értékekhez, amelyeket két egymastdl tdvolabb Iévé His aminosavat
tartalmazd peptidek vizsgélata esetén kaptunk. Ezek alapjan kedvez6bb lehet annak az

izomernek a képzodése, ahol a fémion a két tavolabbi imidazolnitrogénhez koétédik (6. abra a.,).

R 0
H
Q HN)\U—N‘%

\ \
\ .
\ -
\
+
7N
\
\
\

—

R
o
NH
HN

N
H

~

HN

NH»

HN

HyN

NH

6. abra: A képz6dd NiAH (a.,) és NiA (b.,) 6sszetételli komplexek sematikus szerkezete

A NiA o&sszetételd komplex esetén a harmadik imidazol gydrl is deprotonalodik,
kotédik a fémionhoz (6. dbra b.,). A NiAH/NiA deprotonalodast jellemzd pK(NiAH/NiA)
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érték kisebb, mint a ligandumra jellemz6 deprotonalodasi allandd. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a fémion elGsegiti az imidazolcsoport deprotonalodasat. A kialakulo
NiA osszetétell komplexek stabilitasa jelentds, uralkodo komplexek a gyengén savas (pH~6)

tartoményban. (7. &bra) Ez joval nagyobb stabilitas, mint ami egy oligopeptid MA komplexét

jellemzi.
1.0 04
09 - Ni2+ NiA NIAH_3 .
: * 1035
¥ Abs
0.8
. 403 z
0.7 £
hd [—]
0.6 - 025 §
+ A -
Q -
g 05 ~ + 0.2 %
A =
04 7 r +015 S
' N
03 1 \ NpAH, o1/ 2
, J + 0.1
02 - NiAH \ ‘
] N
b + 0.05
0.1 1 o . /o ®00 0\0\,- \\\
0.0 : : : : Se s . = 0
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 1.0
pH

7. abra: A Ni(I):HGGHGH 1:1 aranyu rendszerének eloszlasgorbéje és
az abszorbancia valtozas (piros pontozott gorbe) a pH fliggvényében

Nagyobb pH érték esetén lejatszodik az amidnitrogének deprotonalodasa, es egy
Iépésben NiAH.3; Osszetételli komplex képzddik. Ez meglepd, mert mint ahogyan az a 2.
tablazatban is lathato, a HXH szekvenciat
tartalmazdé peptidek esetén jellemz6 az § R>J]\ R
(Im(N), N, N, Im(N)) koordinacioju k( / ] : /“/Sco

.

MLH., 6sszetétel( komplexek képzddése ReM, CFs

és erre a koordinaciora meg is lenne a \H/NH

lehetGség. Elviekben szamithato 5

HNVO
lépcsGzetes  deprotonalodas, de a

deprotonalddasra  jellemzd  allanddk

nagyon kozel esnek egymashoz, ami arra ( / "
HN
utal, hogy ezek a folyamatok kooperativ
maddon jatszédnak le. 8. abra: A NiAH_; 0sszetételi komplex sematikus
szerkezete

19



Kiss Mariann: A SOD-enzimet modellez6 peptidek réz(I1)- és nikkel(I1)-komplexei

Ni:HGGHGH=1:1
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9. &bra: A Ni(I):HGGHGH 1:1 rendszer UV-lathat6 fotometrias spektrumai

A NiAH_; 0sszetételli komplex koordinacioja (N°, N, N" Im(N)), ami megvaldsulhat a
kdzbens6 hisztidin aminosav részvételével is (8. abra). Ennek a koordinacioju komplexnek a
képzOdését és jelentds mennyiségét tukrozik a spektralis adatok. Az UV-lathatd
spektrofotometria spektruman lathatd (9. abra), hogy a pH=8,5 koril egy intenziv széles sav
jelenik meg ~440 nm hulldmhossz ertéknél. Ennek a cslcsnak csak az intenzitasa né a pH
emelésével. Hasonlo spektrum jellemzi a HGH és HGGH peptidek komplexeit is. Azonban ez
még nem elegend6 bizonyték a koordinacio helyének igazoldsahoz. Egyeértelmd bizonyitékot
a CD-spektrumok szolgaltatnak. Ha a HXH szekvencia koordinaldédasaval kialakulé komplex
lenne a meghatarozo, akkor a Ni(ll)-HGH, HAAHGH és a HGGHGH esetén hasonlé CD-
spektrumot kellene kapnunk. Mind 9-es, mind 11-es pH érték esetén eltérés figyelheté meg. A
HGGHGH peptid komplexéhez tartozd spektrum kiilonbdzik a tébbitél, éppen ellentétes a d-d
atmenethez tartozo Cotton-effektus el6jele (10. abra).

Ez alatdmasztja a HGGH szekvenciaju rész koordinaciojanak kedvezmenyezettségét.
A koordinal6dé HXXH részben ha glicin a hisztidint koveté aminosav, ez ellentétes Cotton-
effektust eredményez. igy ez dsszhangban van koréabbi tapasztalatokkal és az irodalommal.?’

Nem kizarolag ez a komplex lehet jelen a rendszerben, feltételezhet6en kétféle izomer
alakul ki, erre utal, hogy ha a HGH és HGGH-ra jellemz6 spektrumokat 6sszegezzik mind 9-
es mind 11-es pH érték esetén a HGGHGH-komplexek CD-spektrumahoz hasonlé spektrumot

kapunk. Az izomerek aranya kb 40:60%-ra tehet6.
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Ni:HVHGH
Ni:HGGH

——— Ni:HAAHVVH

= Ni:HGH

= HGEGH+HGH

10. abra: A pH~11 értékhez tartoz6 CD-spektrumok dsszehasonlitasa

Feltételezhetd, hogy hasonld koordinacids izomerek alakulnak ki a HAAHGH

szekvencidju peptid esetén is, erre utalnak a hasonléd deprotonalddasi folyamatok is. A
HAAHGH-komplexek CD-spektruma hasonlé a HAAHVVH- és a HVHGH-komplexekhez

tartoz6 spektrumokhoz, de a Cotton-effektushoz tartozé A értéekek minimalisan eltérnek a

HGH-komplexekhez tartozo spektrumtdl. A komplexekhez tartozo spektrumok Amax értékeit a

4. tablazat foglalja 6ssze.

Fémionfelesleg esetén feltételezhetd kétmagvd,

Ni2AH_4

Osszetételi  komplex

keletkezése. A potenciometrids vizsgalatok csak 9-es pH értékig végezhet6k, ezt kovetben
csapadéek valik ki. A két fémion feltételezhetéen (N°, N°, Im(N)) koordinacioval kétédhet, de

az amidnitrogének deprotonalodéasa atfedésben van a fémion hidrolizisével.
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4. téblazat: A Ni(ll)-ligandum rendszerek fotometrias és CD-spektroszkdpiés spektrumainak

Amax €rtékeit dsszefoglal6 tablazat (a hullamhossz értékek nm-ben, a molaris abszorbancia (€)

értékek mol™-cm? egységben értenddk)

Ni:HAAHGH Ni:HGGHGH
1:3 1:1 1:3 1:1
uv CcD uv CcD uv CcD uv CcD
2355 (-1,94) 235 (-0,17) 289,5 (0,18) 260,5 (2,16)
259 (0,97) 257(099) | 465 | 356(0.02) 417 (0,12)
| 372 (64), 380 (38), , 369 (43),
PH=8 | 620 (23) 630 (14) (83wl 628 (17)
418 (-0,51) 416,5 (-0,44) (99) | 418 (0,19) 512 (0,27)
505 (0,34) 511 (0,22) 480,5 (-0,09)
244 (4,41) 247 (6,52) 277,5 (1,29) 2795 (1,64)
o | BTG |y | 257(038) | g | 3845002 | 4, | 4125(087)
pH=9 | (156)+vall (143)+vall (164)+vall (127)+vall
486 (127) | 4205 (-2,79) | 482 (108) | 421 (:3.38) | 477 (149) | 415 (0,07) | 480 (109) | 471 5 (-0,02)
501 (2,11) 501 (2,48) 4865 (-0,129
2595 (7,11) 280 (5,57) 288,5 (1,55) 285,5 (1,72)
sz | 7956 | 40 orgy | 2L (42D) | 45 g | 3420004 | 40 | 41413
pH=11 | (2119+vall +vall 485 +vall 477 (176)+vall
BOAD | 215 (aar)| B8 50153420 7 | 4135 55) | 4801 | 490 (0,26
502,5 (3,41) 490 (-0,40)
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3.3. A peptidek Cu(l1)-komplexei

A Cu(I)-komplexek vizsgalatdt a HAAHGH szekvencidju peptid esetén végeztem el.
A HGGHGH szekvenciaju peptid Cu(ll)-komplexeit korabban mar vizsgaltak®®. Ezeket a
vizsgalatokat a fémionfelesleget tartalmazd arany pH-potenciometrias mérésével

kiegészitettem, illetve a meghatarozott paramétereket 6sszehasonlitasra hasznalom fel.

Lugekvivalens abrazolasa (HAAHGH)

—+—pk

pH

-=Cwlig=1:1
Culig=1:3
——Cwlig=2:1

-5 -4 -3 -2 -1 o 1 r 3 4 5 -] 7 B ] 10 11

Ligekvivalens
11. dbra: A Cu(Il)-HAAHGH rendszerek titralasi gorbéi (ciig=2,5-10" mol/dm?®)

A titrdlasi gorbéken lathatd, hogy a komplexképz6dés 4-es pH-értéken kezdédik. Az
ekvivalenciapont elérése utan egy Ujabb lagfogyaszté folyamat, az amidnitrogének
deprotonalddasa kezdddik. A komplexek stabilitasi allandoit 6sszefoglalva a 5. tablazat
tartalmazza. Hasonldan a nikkel(I1)-komplexekhez el6szér a CUAH (12. &bra a.,), majd a CuA
(12. &bra b.,) dsszetétel(i komplex keletkezik. Feltételezhetéen a CuAH Osszetételi komplex
esetén ismét az egymastdl tavolabb es6é két imidazolcsoporton keresztiil is koordinalddhat a
fémion, erre az 6. tablazat adatai utalnak. Azonban, mivel nem egyértelmli a
kedvezményezettsege, feltehet6en mindkét izomer jelen van a rendszerben. A tablazat

adatainak értelmezéséhez a nikkel(I1)-komplexek esetében leirtakat alkalmazzuk.
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5. tablazat: A réz(I1)-komplexekre szamolt stabilitasi allandék logaritmusa (I = 0,2 mol/dm?®

(KCI), T = 25°C)

Cu(l1)-komplexek stabilitasi és protonalddasi allandoi
Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-
HAAHGH- |HGGHGH- | HGGHGH- | HVHGH- | HGGH- | HVVH- | HGH-
NH, NH,* NH, NH* | NH*® | NH;’ | NHMe"
CuAH 13,02 (6) 13,02 13,05 (6) 13,09 - - -
CuA 8,55 (3) 8,24 8,22 (5) 7,78 5,97 5,79 6,32
CuAH, 1,52 (11) 1,44 1,78 (11) 1,13 - -1,05 -0,11
CuAH., -5,90 (7) -5,82 -5,69 (12) -6,25 -7,88 -9,21 -5,91
CuAH_; -14,95 (8) -1461 | -14,78 (17) | -16,39 -16,1 -176 | -16,01
Cu,AH, - - -15,02 (8) -14,46 - - -
Cu,AHs -23,35 (9) -20,81 -23,1 (18) -24,14 - - -
Cu,AH.s - - - -35,78 - - -
CuA; - - - - 9,79 9,52 9,79
pKi(amid) 7,03 6,8 6,44 6,65 - 6,84 6,43
pK;(amid) 7,42 7,26 7,47 7,38 - 8,16 5,8
pKs(amid) 9,05 8,79 9,09 10,14 8,22 8,39 10,1
pK (MAH/MA) 4,47 4,78 4,83 5,31 - - -
pK (M,AH_4/M,;AH.s5) 7,0 - 8,08 9,68 - - -

6. tblazat: A két imidazol nitrogénen keresztll koordinalodo réz(I1)-komplexek stabilitasi

allanddinak logaritmusa

IgB(CuAH)-
0Ks IgB(CuA)
HAAHGH 6,02 HGH 6,32
HGGHGH 6,02 HGGH 5,97
HVHGH 6,17 HVH 6,63
HHGH 5,79 HVVH 5,79

A CuA 0sszetetell komplexben a femion harom imidazolcsoporthoz koordinalodik. A
CuAH/CuA deprotonalddasara jellemzd allandd joval kisebb, mint a szabad ligandumra
jellemzd deprotonalddasi  allandd, ami imidazol

alatdmasztja a harmadik nitrogén

deprotonalddasat. A CuA komplex képz6dése kedvezd, stabilitdsa nagyobb, mint a két
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12. 4bra: a CuAH (a.,) és CuA (b.,) dsszetételli komplexek sematikus szerkezete

imidazolcsoporton keresztul koordindléddé HGGH-, HVVH- és HGH-komplexeké. Ez
megfelel azon korabbi megfigyeléseknek, hogy a koordinal6dd imidazolcsoportok szdmanak
novelése noveli a kialakuldo komplex stabilitasat. A kialakulo6 CuA komplex stabilitasa a
HXHYH szekvenciat tartalmazo peptidek MA 0Osszetételi komplexeinek stabilitasanal is
nagyobb, melyek azonban a kordbban vizsgélt multihisztidin tartalm( peptidek kozil a
legstabilabbaknak bizonyultak.

Jelent6s mennyiségl komplex van jelen fiziologias pH-tartomanyban (pH~6), melyet

az eloszlas gorbén is megfigyelhetlink (13. abra).

100 —_ - 520
™, Cu?t Cu:HAAHGH=1:1 .
0.90 " ——— | 540
7 S CuA - .
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: i ) L L S&D
. . .
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13. dbra: A Cu(Il):HAAHGH 1:1 aranyu rendszer eloszlasgorbéje
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Ha a pH-értékét emeljik, megkezdddik az amidnitrogének deprotonalodasa. Az
eloszlas jol tiikrozi, hogy a CuAH_, dsszetételli komplex mennyisége jelentds, mig a CuUAH.;
Osszetétell komplex kisebb koncentracidban van jelen. Az amidnitrogének deprotonalddasa
lepcsGzetesen megy végbe. A CuAH., 0Osszetételi komplex az Im(N), N, N, Im(N)
koordinacioval valdsulhat meg a legvaldszinibben. A pH~9 értéken felvett UV-lathatd

fotometria spektrum Amax értéke is ezt tmasztja ala (7. tablazat).

7. téblazat: A Cu(ll)-komplexek UV-lathato spektralis paraméterei (a Amax NM-ben, a molaris

abszorbancia (€) mol™-cm? egységben értendd)

Cu:HAAHGH Cu:HGGHGH
1:3 1:1 2:1 1:3 1:1 2:1
pH=6 619 (73) |626 (71) 632 (44) |627 (87) 637 (75) 650 (46)
pH=9 |559 (118) |565 (117) |572(113) |561 (147) |566 (152) 577 (122)
_ 519 (103), (524 (116),
pH=11 560 (vall) |561 (vall) 563 (132) | 556 (146) |562 (164) 574 (132)

Ha a fentebb leirt koordinaciés modot vesszik alapul, akkor a 2.5. pontban leirt empirikus
fliggvényt alkalmazva szamolhatunk egy Anax értéket. Az igy szamitott érték ~ 539 nm. Ez
hasonl6 a tablazatban leirt értékhez.

10-es pH értek folott egy ~40 nm-es eltolodas és széles sav jelenik meg a spektrumban
(14. abra). Ez alatamasztja azt a feltételezest, hogy pH=10 felett tobbféle izomer szerkezetl
CuAH_3 Osszetétellel megadhaté komplex van jelen. Az élesebb csics 520 nm koril jelenik
meg, ami megfelel az N', N°, N, Im(N) koordinacionak.
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Cu:HAAHGH=1:1
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14. dbra: A Cu(Il):HAAHGH 1:1 rendszer UV-lathato fotometrias spektrumai

A CD-spektrumok azonban joval tébb informacidt szolgaltatnak. 6-os pH-értéken egy
Kis intenzitasu negativ Cotton-effektust széles csucs jelenik meg ~600 nm-en (15. &bra). A
spektrum hasonld lefutdst a korabban vizsgalt HGGHGH peptid esetében is. Ez a CuAH_;
Osszetételli komplexekhez rendelhet, amire utal, hogy méar megjelenik a Cu(ll) - N

toltésatviteli sdvhoz tartozé spektralis csucs.

a3

—— CarHARHGH
]

T =4
30 350 00 250 550 500 —— CarHAAHGH
{1:1)
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&
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-03

15. &bra: A Cu:HAAHGH 1:3, 1:1 és 2:1 rendszerek pH~6 értéken felvett CD-spektrumai
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A pH emelésével egy széles pozitiv Cotton-effektusd csucs jelenik meg szintén ~600
nm hullamhossz értéknél (16. abra). Hasonld lefutdst spektrum jellemzi a Cu(ll)-Ac-HGH-

NHMe rendszer CUAH., 6sszetétell komplexét, ami arra utal, hogy a HGH szekvenciaju rész
a f6 fémionkotéhely.
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16. dbra: A Cu(Il)-ionnal alkotott komplexek pH~9 érteken felvett CD-spektrumai

A pH tovabbi novelése jelentbs valtozast eredményez a CD-spektrumban (17. abra).
Ez mér a CuAH_; 0sszetételli komplexhez rendelhet6 spektrum. 603 nm hulldmhossz értéknél
egy pozitiv, mig 480 nm hulldmhossz értéknél negativ Cotton-effektus figyelhet6 meg. A
lefutasa hasonlo, mint a mindkét végen védett HGH, a HVVH és a HVHGH szekvenciaju
peptidek CuAH.; 6sszetételi komplexéhez rendelheté spektrumok. Ugyanakkor jelentds
eltérés figyelhet6 meg a HGGHGH szekvenciaju peptid azonos 6sszetételli komplexéhez
rendelhet6 spektrumaban, ahol nagy intenzitasd pozitiv Cotton-effektusd csucs jelenik meg
520 nm hullamhossz értéknél.

Ez a megfigyelés azt timasztja ald, hogy a CuAH_; dsszetétel(i komplex esetén izomer
szerkezetli komplexek képzédnek. A HAAHGH szekvencidju peptid esetén akar a C-
terminalis részen 1év6, akar a kdzbensé hisztidin aminosav imidazol nitrogénjéhez
koordinalddik a fémion hasonlo spektrum varhato, hasonléan a HGH, illetve a HVVH
szekvencidjo peptidek komplexei esetén. Ugyanakkor a Cu(ll)-ion kotédese a HGGHGH
szekvenciaju peptid esetén a kdzbensd hisztidin aminosav imidazol nitrogénjéhez ellentétes
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Cotton-effektust eredményez, mivel az N-termindlis részen lévé hisztidin aminosavat glicin

koveti.

25—

——HAAHGH(1 :3)
—— HARHGH{1:1)
HARHGH(2:1)
CuHVVH
CuHGH
——HGGHGH
——HVWH+HGH
HVHGH

-1.5

-2

17. &bra: A Cu(ll)-ionnal képz&d6 komplexek pH~11 értéken felvett CD-spektrumainak
0sszehasonlitasa

Ha az egyes aranyok esetében kapott spektrumokat vizsgaljuk, jol lathatd, hogy az 1:3,
1:1 és 2:1 aranyok pH=8 értékig nem térnek el jelentGsen. 9-es pH-érték folott azonban a 2:1
aranyhoz tartoz6 spektrum eltérést mutat (18. abra). Ez két fémion megkdtérese utal. Ha a
HVVH és HGH szekvencidju peptidekhez tartozé spektrumokat dsszeadjuk, akkor a 2:1
ardnyhoz tartoz6 spektrumhoz hasonlé lefutdst spektrumot kapunk. Ez arra utal, hogy két
Cu(Il)-ion is koordinalodik a ligandumhoz, a HAAH, illetve a HGH szekvenciaju részen.

1

i -"! A
i\ B g, z1)
1 T 7 — Cu-H¥WH
bﬁ' K st - g " Cu-HGH
R Y c &0 70 — HVVH+HGH
o yy
-5 \
o

18. 4bra: A Cu(Il):HAAHGH 2:1 aranyu rendszerének pH~11 értéken felvett CD-
spektrumanak 6sszehasonlitasa
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4. Osszefoglalas

Egyetemiink Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjdban harom hisztidint tartalmazo
terminalisan védett hexapeptideket (Ac-His-Ala-Ala-His-Gly-His-NH, és Ac-His-Gly-Gly-
His-Gly-His-NHy) allitottunk el6, és vizsgaltuk 6ket Ni(ll)- és Cu(ll)-ionok jelenlétében. A
kialakul6 komplexeket pH-potenciometrids, UV-lathatd spektrofotometrias, es CD-
spektroszkdpias modszerekkel vizsgaltuk.

A savas tartomanyban MAMH, illetve MA 06sszetételli komplexek keletkeznek. A
femion mindkét komplexben a hisztidin imidazolnitrogénjéhez koordinalodik, ami jelentésen
megnoveli a komplexek stabilitasat. Fiziologids pH-n az MA dsszetételli komplex jelentds
mennyisegben van jelen.

A pH novelésével azonban megkezdédik az amidnitrogének deprotonalodasa. A
Cu(Il)-komplexek estében 1épcs6zetes deprotonalodas kovetkezik be, mig a Ni(Il)-komplexek
esetén az amidnitrogének egy lépésben deprotonalédnak. Az MAH_; dsszetétel(i komplexek
esetén minket fémion vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy izomer szerkezetek keletkeznek, de

A fémionokkal végzett vizsgalatok soran kétmagvu komplexek keletkezése is leirhato.
A két fémion a HXXH, illetve a HGH szekvenciaju részeken koordinalodhat gy, hogy a
hisztidinek imidazolnitrogénjein, illetve amidnitrogéneken keresztiil kotédik a ligandumhoz.

A Ni(Il)-HAAHGH rendszerek esetén NMR vizsgalatok, mig a Cu(ll)-HAAHGH
rendszerek esetén ESR vizsgalatok elvégzése soran még tobb informéacid nyerhetd a kialakulo

komplexek szerkezetérdl, a fémion koordinaciojarol.
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5. Summary

In our University’s Bioinorganic Chemical Research group we have synthesized three
histidine containing protected hexapeptides (Ac-His-Ala-Ala-His-Gly-His-NH, and Ac-His-
Gly-Gly-His-Gly-His-NH;) and analyzed them in the presence of Ni(ll)- and Cu(ll)-ions. pH-
potenciometric, UV-visible and circular dicroism (CD) spectroscopic measurements were
used to study the formed complexes.

In the acidic pH range MAH and MA complexes were formed. In these cases the metal
ion coordinates only to the imidazole rings, which significantly increases the stability of the
complexes. At physiological pH value the MA complex is present in significant quantity.

However, by increasing pH the deprotonation of amide nitrogens starts. In the case of
copper(Il) complexes the amide nitrogen deprotonation occurs stepwise, while in the case of
nickel(1l) complexes the deprotonation takes place in a cooperative process. For the MAH_3
complex the formation of isomeric complex structures is possible but the preferred binding
site is the HXXH sequence of both peptides.

In the metal ion — ligand systems dinuclear complexes were also formed. The two
metal ions can bind to the HXXH and HGH sequences of the peptides. The coordination of
the metal ions occurs through the histidine imidazole nitrogens and the amide nitrogens.

In the Ni(II)-HAAHGH system NMR measurements, while in the Cu(ll)-HAAHGH
system EPR spectra can provide more information about the structures of the formed

complexes and the coordination modes of the metal ions.
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