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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy bizonyos elemek jelenléte nélkiilozhetetlen az emberi szervezet
szdmara. A nyomelemek kis mennyiségiik ellenére nagyon fontos szerepet toltenek be. Ilyen
nyomelem példaul a réz, mely az emberi szervezet nélkiilozhetetlen egységét képezi. Sokréti
feladatot 14t el, de legfoképp a redoxifolyamatok katalizalasdban jatszik szerepet. Az emberi
szervezetben a réz(Il)ion leggyakrabban fehérjéhez kotott allapotban taldlhaté meg. Az ilyen
fehérjéket metalloproteineknek, illetve metalloenzimeknek nevezziik. Ezekhez a szerves
molekuldkhoz a fehérjéket felépité aminosavak oldallancain keresztiil kapcsolodik. Az egyik
legfontosabb kapcsolodasi hely a hisztidin oldallancaban megtalalhaté imidazol donorcsoport.
A fehérjékhez valdo kotddést kisebb szamu aminosavakat tartalmazé peptidekkel
modellezhetjiik, amelyekkel igy lehetdség nyilik a kdtddési hely tanulméanyozasara.

A fémion-protein kolcsonhatasok megértéséhez hozzajarulnak azok a vizsgalatok,
amelyekben a kiilonb6z6 oldallancokat tartalmazo peptidek Cu(Il)-vel alkotott komplexeit
tanulmanyozzadk. A Szervetlen ¢és Analitikai Kémiai Tanszék Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportjdban évek ota kiterjedt kutatdsok folynak a kiilonb6zd peptidek Cu(Il)-
komplexeinek oldategyensulyi vizsgalatdval kapcsolatban. A  Tanszék automata
peptidszintetizald késziilékével lehetdség nyilt két vagy tobb hisztidint tartalmazd peptidek
szisztematikusan tervezett sorozatanak az eldallitaséra.

Ebbe a kutatdsi munkaba kapcsolédtam be. A célom egy NH,-His-Ala-Ala-His
szekvenciaju tetrapeptid szintetizaldsa ¢és réz(Il)-komplexeinek oldategyensulyi vizsgalata
volt. A kapott eredményeket Osszehasonlitottam a kordbban vizsgalt hasonld szerkezetii

peptidekkel.
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2. Irodalmi attekintés'™>
2.1 A réz élettani szerepe’

A réz mindennapjaink fontos részét képezi. Nemcsak az elektronikai eszkdzok
alapegységeinek nélkiilozhetetlen eleme, hanem az ¢l szervezetben betoltott helye is
potolhatatlan. A novényvilagban a fotoszintetikus folyamatokban vesz részt, mint
elektronszallito. A puhatestii és izeltlabt allatok esetén az oxigénszallitdo festékanyag, a
hemocianin részét képezi. Az emberi szervezetben is nagyon sokféle, egymastol kiilonb6zo
feladatokat 14t el, annak ellenére, hogy csak kis mennyiségben talalhatdo meg benne. A redoxi
folyamatok katalizalasaért felelds, de részt vesz a csontképzddésben, a 1égzési lancban, segiti
a vas felszivodasat és beépiilését. Nelkiilozhetetlen a gyogyulasi folyamatokhoz, a sejtek
energiatermeléséhez ¢és az izérzékeléshez is.

Egy felndtt szervezet atlagos réztartalma 80-120 mg koézé esd érték. A
szervezetiinkben eléforduld réz mennyiségének csupan 1%-at, azaz 1 mg-ot kell naponta
potolnunk. Napi 10-15 mg a megengedett beviteli érték, ettél nagyobb mennyiség esetén a
rézmérgezés tiinetei jelennek meg.

A réz a bélben és a gyomorban szivodik fel aktiv transzport révén, a membranon vald
athaladasban a Cu-ATP-az enzimek segitik. Ezutan a véraramba keriil az albuminnel alkotott
komplex forméjaban. A majba érve Cu(Il)-ion formaba alakul redoxi folyamatok soran, majd
a ceruloplazminhoz k&tddve tarolodik.

A rézion fehérjékhez kapcsolddva, metalloenzimekben és metalloproteinekben fordul
eld, legnagyobb mennyiségben a majban, vesében, izmokban €s az agyban talalhaté meg.

Az emberi szervezetben a rézion hidnya komoly problémakhoz vezethet. Ezt tobb
tényez0 is okozhatja, példaul az alultaplaltsag, amikor az elfogyasztott ételek réztartalma nem
fedezi a napi sziikségletet. Bizonyos fémek nagy mennyiségben gatolhatjdk is a réz
felszivodasat, tarolasat, ilyen fém a vas, a cink és a kadmium. De a réz felszivodasat
gatolhatja a felvételéhez sziikséges réztranszport fehérjék hidnya is, mely betegséget Menkes-
kornak neveziink. Ebben az esetben a rézion nem tud atjutni a bél falan keresztiil, feldusul a
bélben és a vesében, és nem keriill a véraramba. A réz fontos szerepe, hogy segiti a
csontképzddést, a kalcium és a foszfor beépiilését a csontokba. Dr. Robert O. Becker altal
publikalt felfedezés alapjan a réz(Il)ion a kollagén rostokhoz kapcsolédik.* Rézhiany esetén
ez a kotddés nem valosulhat meg, ami csontritkulashoz vezet. Megfeleld réz mennyiség

nélkil a 1égzési lancban betoltott feladatat sem képes ellatni a citokrom-c oxidaz, igy nem
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tudja a molekularis oxigén redukcidjat katalizalni, ¢és jelentdés oxigén hasznositasi
problémakat okoz. A vas beépiilését is segiti az oxigén szallitasaért feleldés hemoglobinba. A
réz felelds az agyi idegsejteket koriilvevd myelin hiively termeléséért is. Hiany esetén potolni
kell a rézion mennyiségét, Menkes-kor esetén ezt megfeleld rézvegyiilet intravénas
beadasaval is elérhet;jiik.

A talzott mértékli rézbevitel is karos lehet. A napi 10-15 mg-ot meghalad6 réz
felvétele esetén a rézmérgezés tiinetei jelennek meg; ezek a maj- és idegrendszeri
karosodasok, a hasmenés, a hanyas €s az izomfajdalmak. Ilyen nagy mennyiség bevitele
torténhet rézedényben tarolt ételek fogyasztasa altal, melyekbe beoldodott a réz, de leginkabb
a Wilson-kér a felelds érte. A majban a rézmegkdtd szerepet betdltd ceruloplazmin hidnya
folytan a rézion a maj- és az agyszovetekbe kotddik. Sulyos agyi rendellenességet, elbutulast
¢s majkarosodast okoz. A betegség kelatterapiaval orvosolhatd, mely esetben a D-
penicillamin szervezetbe juttatdsa soran megkdti a fémiont. A szervezetbdl valdo kimosasra
megfeleld a diglicil-hisztidin nevezetli peptid, mely a megkdtott fémiont a vizelettel egyiitt

tavolitja el.

2.2 Réztartalmu metalloproteinek, metalloenzimek

A rézion fehérjékhez kapcsolddva, metalloenzimekben és metalloproteinekben fordul
eld szervezetlinkben. A hozzajuk vald kétddés alapjan ezeket harom f6 csoportba soroljuk, de
l1éteznek olyanok is, melyeknek eltérd a szerkezete. K6zds jellemzdjiik, hogy a Cu(I)-Cu(Il)
redoxi rendszer szolgal miikodésiik alapjaul.

Az elso tipus a “kék réz” centrumok. Ez a szerkezet az intenziv kék szinérdl kapta a
nevét. Foként novényekben eléforduld fehérjék esetében valosul meg ez a szerkezet. A kék
réz centrumokban altaldban egy kettes oxidacios allapotu rézionhoz kapcsolodik két hisztidin,
egy cisztein és egy metionin. A molekula alakja torzult tetraéderes. A kék réz fehérjék
funkcidja az elektronszallitas a Cu(Il)- és a Cu(l)-ion egymasba torténd reverzibilis
atalakulasaval. Ilyen szerkezetli fehérje a plasztocianin, mely a novények fotoszintézisében
vesz részt elektrontranszferként. Az Azurin a baktériumok fotoszintézisében hasonlé feladatot
lat el. Mindkét fehérjére jellemzd, hogy hozzéjuk egy darab réz(Il)ion kapcsolodik.

A masodik tipus a “nem kék réz” centrumok. A nevével ellentétben ez a tipus is kék
szinl, de a kék réz fehérjéknél joval halvanyabb. Ez annak kdszonhetd, hogy ebben az esetben
a rézionhoz nem kapcsolodik cisztein. A centrumban egy Cu(I)-ionhoz kapcsolodik harom
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hisztidin és egy vizmolekula. A molekula alakja siknégyzetes, gyenge axialis
kolcsonhatasokkal. Ezek a fehérjék az oxigén molekula aktivalasdban jatszanak szerepet. A
galaktéz oxidaz az alkoholok oxidaciojat segiti a gombakban. Az amin-oxidazok pedig az
aminok karbonilvegyiiletekké valo lebontasaban vesznek részt. Ilyen centrumokat tartalmaz a
Cu,Zn-szuperoxid-dizmutdz enzim. Ez az enzim két kicsi alegységbdl tevodik Ossze. Egy
alegység egy réz- és egy cinkiont tartalmaz, melyeket egy imidazol gyiirli tart Ossze. A
réz(I)ionhoz harom darab hisztidin, mig a cink(I)ionhoz két hisztidin és egy aszparaginsav
kapcsolodik. A Zn" szerkezete torzult oktaéder, a Cu' szerkezete tetragonalis. A rézion a
redoxi centrum, 6 vesz részt a redoxi reakcioban, mig a cinkion a szerkezetalakitd funkciot
latja el.

A harmadik tipusnal két rézionos centrum alakul ki. Két darab réz(I)ion kapcsolodik
oxigén hiddal egymashoz, ¢s mindkét réz(I)ionhoz harom hisztidin kapcsolodik. Az oxigén-
fém toltésatmenet kovetkeztében intenziv fényelnyeléssel rendelkeznek. Ilyen szerkezetii

fehérje a hemocianin és a tirozinaz is.

2.3 A Cu(Il)-ion lehetséges koordinaciéi peptidek esetén’
2.3.1 Egyszerii di-, tri-, és tetrapeptidek®

Az emberi szervezetben a rézionok fehérjékhez kotott allapotban taldlhatoak meg.
Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a kotés mindségét, kisebb aminosavbol allo
rendszerekkel modellezhetjiik a kotohely viselkedését. Az oligopeptidek konnyen
vizsgalhatoak, a rézion veliik komplexet képez. A komplexekre egyarant jellemzd, hogy
benniik a fémion ugy helyezkedik el, hogy 6tés- vagy hatos kelatgytiriben legyen. Ezek
stabilitasa kiugrdan nagy.

Egyszeri dipeptid esetén kis pH-n a legmegfelelébb kotdhely az amino- és az
oxocsoporttal kialakitott 6tds kelatgyiirii, mely az [CuA]" szerkezetnek (1.a abra) feleltethetd
meg. Szabad ligandumban az amino- és a karboxilcsoport tud deprotonalddni, az
amidnitrogének nem, de bizonyos fémionok ezt eld tudjak segiteni, példaul a réz(Il)-,
palladium(II)- és a nikkel(Il)ion. Ez azért kedvezd, mert a fémion igy hozza is képes kotddni,
csatolt kelatgytriit kialakitva, mely még nagyobb stabilitdsi komplexeket eredményez. A
pH-t novelve a karboxilcsoport és az amidnitrogén deprotonalddik, és a réz(Il)ion hozzajuk

kotddve kialakitja a [CuAH_;] szerkezetet (1.b abra).
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A tri- és tetrapeptid esetén is hasonld komplexek keletkeznek azzal a kivétellel, hogy
az & esetiikben mar van esély tovabbi amidnitrogének deprotonalodasara. Igy képes a
réz(Il)ion a tripeptid esetében két, a tetrapeptid esetében pedig harom amidcsoporthoz
kapcsolédni. A tripeptid esetén az amino- ¢és amidcsoportok mellett kapcsolodo
karboxilatcsoport teliti a réz(IT)ion koordinacios szférajat. gy harom csatolt kelatgyiirii alakul
ki, mely stabilitaisa még nagyobb. A tetrapeptid esetében a kraboxilatcsoport mar nem tud
kotédni a rézionhoz. A szerkezetik [CuAH ] (l.c dbra) és [CuAH 3]* (1.d 4bra) alakban
irhato fel.

Megfigyelheté, hogy az [CuA]" és az [CuAH ;] komplexek esetén a réz(IT)ionnak még
vannak kothelyei, ahova kapcsolodhat egy csoport. Igy tobbféle komplex is kialakulhat a
pH, és a fémion-ligandum arany valtozdsa soran. A dipeptid esetén lehetdség van egy
[CuA,H ;] (l.e abra) Osszetételi komplex kialakuldsara, melyben a réz két amino-, egy
amid-, és egy karboxilatcsoporthoz kapcsolodik. Nagy pH esetén lehetdség van arra, hogy a
[CuAH_ ;] komplexben a réz(Il)ionhoz koordinalédé vizmolekula deprotonalédjon, és
kialakuljon a [CuAH_,]" szerkezet (1.f abra). Ebbdl levezethetd a [Cu,A,H 3] komplex (1.g
abra), melyben egy hidroxid hid kapcsolja 6ssze a két réz(Il)iont. A tri- és tetrapeptid
esetében nincs esély mas szerkezet kialakulasara, mert ott a réz mind a négy koordinacios
helye betoltott. Igy belathato az is, hogy a hosszabb peptidek esetén is ugyanezek a
szerkezetek alakulhatnak ki. Azonban az aminosavak oldallancai jelentds mértékben
befolyasolhatjdk a rézion koordinaciojat. A legnagyobb befolydsold hatassal a hisztidin

oldallanca rendelkezik.
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1. abra: Egyszerii di-, tri- és tetrapeptidek lehetséges koordindcios modjai.
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2.3.2 Hisztidin tartalmu peptidek

Hisztidin tartalmu peptidek esetén ha a hisztidin az N-termindlis végen helyezkedik el,
akkor a réz(Il)ion az aminocsoporttal és az imidazolnitrogénnel alakit ki hatos kelatgytirtit,
melyet hisztaminszer(i koordinacionak neveziink (2.a abra). Ez a szerkezet elég stabilis ahhoz,
hogy az amidnitrogének deprotonalodési folyamatat nagyobb pH tartomanyba tolja. Miutan
ezen komplexben még vannak szabad koordinédcios helyek, két molekula kapcsolodasa is
megtorténhet hisztaminszeriien, ez eredményezi a [Cqu]2+ komplexet (2.b 4bra).’

Ha a masodik helyen helyezkedik el a hisztidin (XaaHis vagy XaaHisYaa), akkor a
rézion egy amino-, egy amidcsoporttal és egy imidazolnitrogénnel alkot [CuAH_ ;|
Osszetételli komplexet (2.c abra). Ez a Gly-His-szer(i koordinacio.

Ha harmadik helyen helyezkedik el a hisztidin (XaaYaaHis vagy XaaYaaHisZaa),
akkor mar két amidcsoport is képes lesz a rézionhoz kapcsolodni [CuAH ,]* szerkezettel (2.d
abra). Ez a koordinaciés modu komplex kiugroan nagy stabilitasu. A réz az albuminhoz is
hasonl6 szerkezettel kapcsolddik, ezen tulajdonsdga miatt hasznélhatjdk a réz eltdvolitasara a
GlyGlyHis-t.

Ha az N-terminalis részhez képest a negyedik helyen vagy ettdl tavolabb helyezkedik
el a hisztidin, akkor az egyszerti peptidekhez hasonl6 szerkezetek alakulnak ki, de a lancvégi
imidazolnitrogén is részt vehet a koordinacidban. Az aminocsoport, és az 6t kovetd egy vagy
két amidcsoport kotédik a fémionhoz ([CuAH. ;] és a [CuAH] komplex) -csatolt
kelatgytirtiket 1étrehozva, és az imidazolnitrogén is koordinalédik a réz(Il)ionhoz makrokelat

keletkezése kdzben (2.e abra).
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c) d.) Q

2. abra: Hisztidin tartalmu peptidek lehetséges komplexei: a.) hisztaminszerti
koordinacio, b.) [CuA;], c.) GlyHis-szerti koordinacio, d.) GlyGlyHis-szerti

koordinacio, e.) makrokelatot tartalmazo [CuAH ;] komplex.
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3. Kisérleti koriilmények

3.1 pH-potenciometria8

crer

szolgal elektrodpotencidl kiilonbség mérésével. Ezt a moddszert alkalmaztam a ligandum
protonalddasi allanddinak és a  kiilonbozd Osszetételi  réz(Il)-komplexek stabilitasi
allandéinak meghatarozéasara. A titralassokat MOLSPIN pH-meter automata titratorral
végeztem, melyhez MOL-AcS gyartmanyu biiretta és kombinalt livegelektréd kapcsolodott.

Az adagolas 1 ml végtérfogata Hamilton fecskenddvel tortént.

crer

crer

KOH titralooldattal dolgoztam.

A méréshez sziikséges dallandd homérsékletet ultratermosztit segitségével
biztositottam, az oxigén kizardsat argon gaz aramoltatasaval, az oldat kevertetését pedig
magneses keverdvel oldottam meg.

Az 4ltalam vizsgalt rendszereket vizes oldatban, 3 ¢és 4 cm’-es mintikban

tanulmanyoztam.

A ligandumok teljes kezdeti koncentracioja 1,5-2-10 mol/dm® volt. A pH-metrids
mérések segitségével és a titralasi gorbe ekvivalencia pontjai alapjdn meghataroztam a
valtozott. A kiértékeléshez hasznalt program a titrdlasok soran fellépd térfogatvaltozast
figyelembe vette.

A mintak alland6 ioner8sségét 1 mol/dm’-es KCl-oldat hozzdadasaval biztositottam.
Ez lehetové tette, hogy a titralasok sordn az ionerdsség valtozdsa ne legyen hatdssal a
elektrédpotencial kiilonbségének mérésére.

Szamitdégépes programmal végeztem a potenciometridas mérések eredményeinek
értékelését. A SUPERQUAD’ nevii programmal szamoltam ki a ligandum koncentracidjat és
protonalodasi allandéit, a PSEQUAD' programmal pedig a kiilsnb6z8 fémkomplexek
[Cu,AgH,] stabilitasi allandoit. A fentebb emlitett PSEQUAD program I. G. Sayce és D.D.
Perrin SCOGS nevii programjanak Zékany Laszlo €s Nagypal Istvan altal tovabbfejlesztett
valtozata. Mindkét program megadja a protonkomplexek, illetve a fémkoplexek Osszetett

stabilitasi dllanddjanak logaritmusat:
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pM +gH +rL <—> M H,L, (1)

[M,H,L]
b= MPRHPLT @

A program fontos tulajdonsaga, hogy képes ugyanazon rendszer kiilonb6z6 fémion-ligandum
aranyanal vagy koncentracioinal kapott mérési adatait parhuzamosan kiértékelni. A
kiilonb6zd 1épcsdzetes folyamatok ereddjébdl adodik a B4, igy tovabbi lehetéség nyilik a

1épcsdzetes egyensulyokra vonatkozé allandok képzésére.

3.2 UV-lathaté spektrofotometria'’

A spektrofotométer olyan optikai berendezés, mely a monokromatikus fény
intenzitasat és annak valtozasat képes mérni.

A spektrofotometrias vizsgalatokat réz(I1)-komplexek esetén 250-900 nm hulldamhossz
tartomanyban végeztem el. A spektrumokat kiilonb6zd fém-ligandum aranynal vettem fel
1 cm’-es kvarc kiivettaban a pH fiiggvényében. A spektralis vizsgalatokat Perkin Elmer
Instruments Lambda 25 UV/VIS kétsugaras spektrofotométeren és Hewlett Packard HP 8453
tipusu egysugaras fotométeren végeztem.

A kapott spektrumok elemzésével kovetkeztetni tudunk a képzédé komplexek
szerkezetére, geometriajara, a koordinal6dé donoratomok szamara és kémiai jellegére.

A réz(Il)-komplexek eldzetes vizsgalatai alapjan rengeteg irodalmi elézmény all
rendelkezésre. Ennek ellenére mégsem Ilehet egyértelmli kovetkeztetést levonni a
koordinacidés modok sokfélesége és a sok befolyasold tényezd miatt.

A réz(Il)-komplexek tetragondlisan torzult, oktaé¢deres szerkezetiiek, melyekben a
lehetséges atmenetek egyetlen Osszeolvadt savként jelennek meg. A kiilonb6zé komplexek
intenzitdsa ¢és energiaja fliigg a réz(Il)ionhoz koordindldodott donoratomok szadmatol és
mindségétdl. Az abszorpciés maximumok helyének a becslése az aldbbi empirikus képlet
alapjan teheté meg'*:

~ 10°
Amax= 6504 (C=0 / 1,0 1+0,346 (COO™ )+0,46 ( NH, )+ 0,494( N=)+ 0,434 (Im)

(3)

A réz(Il)ion vizes oldatban négy darab ekvatorialis vizmolekulat koordinal. Ligandum
jelenlétében ezek a koordindcios helyek oxigén és nitrogén donoratomokra cserélédnek ki.
Ezek intenzitasa kisebb hulldmhossznal maximalis, igy az abszorpcidés maximumok balra
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tolédnak. Ez a jelenség kiilondsen a nitrogén atomokra jellemz6. Neheziti az 6sszefiiggések
elemzését az is, hogy a donoratom kémiai kdrnyezetén kiviil a kelatgytiri méretétdl és a nem
koordinal6do ligandumrészek nagysagatdl is fligg az effektus nagysaga. Ugyanakkor az
axialis kolcsonhatas az abszorpciés maximumokat a nagyobb hulldmhossz tartoméanyba tolja.

Ezeket a hatdsokat figyelmen kiviil hagyja a fentebb emlitett empirikus képlet.

3.3 Cirkularis dikroizmus (CD)-spektroszkopia'" "

A kiilonbozé komplexek geometridjanak megallapitasara cirkularis dikroizmus-
spektroszkopia vizsgalatokat végeztem.

A sikban polarizalt fény felbonthatdo két Osszetevore, egy balra és egy jobbra
cirkuldrisan polarizalt tényezdére. Az optikailag aktiv anyagok a két dsszetevdt kiilonbozd
mértékben téritik el. Egy ilyen kdzegben a fény polarizacids sikja elfordul, ha sikban
polarizalt fényt bocsatunk at rajta. Az elfordulas mértéke tobb tényezotdl is fiigg, ezek a
torésmutato, oldoszer, homérséklet és a mérés hullamhossza.

CD-nek nevezzik a sikban polarizalt fény két Osszetevdjének kiilonbozo
abszorpcidjat. Ezek kiilonbségét a hullamhossz fliggvényében dbrazolva kapjuk meg a CD
gorbét.

A CD gorbe maximumai, illetve minimumai az elektrongerjesztési abszorpcios
spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz igen kdzel helyezkednek és viszonylag keskenyek.
A fémkomplexek optikai aktivitdsa szdrmazhat a komplex molekula asszimetridjabol vagy

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztem. A
spektrumokat JASCO-810 spektrométeren, szobahdmérsékletli vizes oldatokban vettem fel
kiilonb6z6 pH-értékeknél, illetve fémion-ligandum aranyoknal. 0,100 ¢és 1,000 cm-es

uthosszusagu kiivettakat hasznaltam

3.4 "TH-NMR spektroszkopia

A ligandum tisztasagat 'H-NMR méréssel ellenériztik. A ligandumot 99,8 %-os
izotoptisztasagd D,O-ban oldottam fel. A spektrumok felvételéhez 0,01 mol/dm’
koncentracioja oldatot készitettem. A "H-NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FT-
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NMR késziiléken vettiik fel. A kapott spektrumot az NMR spektrométer sajat softverével,
illetve az 1D WinNMR programmal értékeltiik ki.

3.5 Hasznalt vegyszerek

crc

A pH-potenciometrias méréseket kb 0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert koncentraciéj,
argon alatt tarolt, karbonatmentes KOH-oldattal végeztem. A mérdoldat karbondtmentességét
a koncentracid meghatarozasara alkalmazott pH-potenciometrias méréssel ellendriztem.

A kb. 0,2 mol/dm’-es sosavoldatot tomény sosav higitisaval készitettem. A pontos
Gran-féle modszer segitségével.'

A CuCl, torzsoldat a Reanal cég altal gyartott a.l.t. mindségii vegyszerbdl késziilt. A
oxinat formdjadban gravimetriasan hataroztak meg.

A pH-potenciometridas méréseknél hasznalt kalium-hidrogén-ftalat- és KCl-oldat
haromszor ioncserélt viz felhasznalasaval szilard vegyszerekbdl késziilt.

A vizsgalt ligandumot (NH,-HisAla,His) a tanszéken allitottuk eld szilard fazisa
peptidszintézissel. A ligandum megfelel szerkezetérdl és tisztasagarol HPLC-s és 'H-NMR-
es méréssel gydzodtiink meg. A peptidszintézishez felhasznalt vegyszerek koziil a Fmoc-
hisztidint, Fmoc-alanint, Fmoc-Gly Wang gyantat, dimetilformamidot (DMF), o-
(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrafluoroboratot ~ (TBTU), piperidint, N,N-diizopropil-
etilamint (DIPEA) ¢és a trifluorecetsavat (TFA) a Merck Kft-t0l szereztik be. A N-
hidroxibenzol-triazolt (HOB?t), triizopropil-szilant (TIS), 1-metil-2-pirrolidint (NMP), dietil-
étert a Sigma-Aldrich cégtdl, a diklérmetant (DCM) pedig a Spektrum-3D Kft-t6l vasaroltuk.
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4. Peptidszintézis

Az éltalam vizsgalt peptid NH,-His-Ala-Ala-His szekvencidju, mely savamidcsoportot

tartalmaz a C-termindlis végen (3. 4bra)

/\N NH: o) NH2
HN
P NH HN
NH o}
o} o} -
NH
N\/

3. abra:Az NH>-His-Ala-Ala-His (NH>-HisAla;His) szerkezete.

A peptidet szilard fazisu peptidszintézissel allitottam el6 az 6t felépitd aminosavakbol,
Liberty 1 mikrohulldmt automata peptidszintetizald késziilékkel.

A szintézis soran a Merrifield altal kidolgozott szilard fazisu peptidszintézisnek
megfelelden oldhatatlan hordozé polimert (gyantat) alkalmaztunk.'” Ennek a feliiletéhez
kotve tortént a szintézist. A gyantahoz hozzakapcsolodott a peptid C-terminalis vége, mely
aminocsoportja védve volt. Ez lehetdvé tette, hogy a kdvetkezd aminosav vizkilépés kozben a
megfeleld helyen l1étesitsen peptidkotést. A kotés kialakuldsat kapcsoloszerek segitik eld, ezek
példaul a TBTU, HOBt, melyek aktivaljdk az aminosav karboxilcsoportjat. A gyantahoz
kapcsolddo peptidlanc a kapcsolodasok soran ndvekszik, melynek a folosleges reagenstdl
valé megtisztitasa mosassal és sziiréssel torténik.'®

A modszer eldnye, hogy a szintézis veszteségek nélkiil, egyetlen reakcidedényben
végrehajthato. Ezt az teszi lehetévé, hogy a minta minden egyes adagolas utan sziirhetd, igy
az elreagalatlan anyagok és a melléktermékek konnyen eltavolithatéak. A folyamat végén a
szirdn mar csak a kész peptid talalhato a gyantahoz kapcsolddva.

A szilard fazisu peptidszintézis sordn kétféle stratégiat kiilonboztethetiink meg, a
Boc/Bzl- ¢s a Fmoc/tBu mddszer. A peptid szintézisekor az utobbit hasznaltuk, mely soran az
aminosav-szarmazeékok a-aminocsoportjat 9-fluorenil-metoxikarbonil (Fmoc), az oldallancok
funkcids csoportjat pedig terc-butil véddcsoporttal lattuk el a mellékreakciok elkeriilése
Végett.17

A szintézis alatt a gép automatikusan adagolta eldszor az aminosavakat (Fmoc-His,
Fmoc-Ala), aztdn az aktivatort (HOBt, TBTU) és az aktivator bazist (DIPEA), melyek
katalizaljak a reakciot. A kapcsolasi 1épések hatékonysagat mikrohullam alkalmazéasa novelte.

15



Takacs Gergely: Két hisztidint tartalmazé tetrapeptid réz(I1l)-komplexeinek vizsgélata

fgy tiszta peptidet tudtam eldallitani. Az Fmoc védécsoport eltavolitasa 20%-os piperidin-
DMF eleggyel szintén mikrohulliammal tortént. A gépbdl kivett peptid gyantahoz volt kotve,
igy az arrol valo hasitast kézzel végeztem a hasito eleggyel (TFA/TIS/H,O/EDT). Az etan-
ditiol (EDT) megakadalyozta a hisztidin oldallanc oxidalodéasat. A peptidet dietil-éterrel
csaptuk ki, éteres mosas ¢és centrifugalds utan a pelyhes csapadékot nagy tisztasdgu argon alatt
szaritottam, végiil kevés vizben feloldottam és liofilizaltam.

A liofilizalas utdn a kinyert peptid tomege 154,67 mg volt. A peptidszintézist 0,25
mmol +10%-ra volt tervezve. Ez alapjan a kitermelés 79,8%. Ennek tisztasdga a titralas soran
szamitott ligandum anyagmennyiségének és a mintaba bemért anyagmennyiségének alapjan
69,1%. A peptid mellett azonban csak inert szennyezés volt jelen.

A peptid tisztasadgat nagyteljesitményli folyadékkromatografids méréssel, HPLC-vel
ellendriztem. Az elvéalasztashoz MeCN (6 %) és H,O (94 %) elegyét hasznaltam 0,1 %-os
TFA tartalommal.

A '"H-NMR spektroszkopia is megerdsitette a peptid tisztasagat. A peptidre a
Chemdraw program segitségével szerkesztett varhatd spektrum és a mért spektrum jo
egyezésben van egymassal. (4. dbra)

0 o) 0 o)
o [ s o, |
H,;N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——NH;

2.)3.)CH, CHs CHs CH, 2.)3.)
1.) 1.)
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1 Protonalodasi allandok

Az altalam vizsgalt HisAla,His peptidet a HisGly,His és a HisVal,His szekvenciaja

ligandumokkal hasonlitottam Ossze. A protonalodasi allandokat az aldbbi tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A HisAla;His ligandum és az Osszehasonlitasként hasznalt peptidek
protonalodasi  dllando  értékei. A csillaggal jelzett vegyiiletek savamidcsoportot

tartalmaznak a C-terminalis végen.

HisAla,His*  HisGly,His*'"® HisVal,His*"®  Gly;His""
HL 7,41(1) 7,43 7,46 8,03
H,L 13,81(1) 13,86 13,84 14,89
HiL 19,11(2) 19,14 19,13 17,55
pK, 5,30(2) 5,28 5,28 2,66
pK, 6,40(1) 6,43 6,38 6,86
pK; 7,41(1) 7,43 7,46 7,59

A téblazat alapjan lathato, hogy harom deprotonalodasi 1épés kiilonithetd el. Ez a két
hisztidin nitrogénjeihez, valamint az aminocsoporthoz tartozik.

A két kisebb pK érték tartozik az imidazolnitrogének deprotonaldédasahoz (~5,3 és
~6,4), a legnagyobb érték pedig az aminocsoporthoz tartozik (~7,4). Ugyanez a tendencia
figyelhetd meg a HisGly,His ¢s a HisVal,His rendszereknél is.

Ez a harom deprotonalodasi folyamat egymast atfedd 1épésben jatszodik le, igy ezek a
deprotonalddasi 1épések nem kiiloniilnek el egymastol. Ezért a pK értékeknek az adott donor
csoportokhoz valé rendelése csupan kozelitd érték.

A két imidazol helyzete, kornyezete eltér6. Az N-terminalis végen levd
imidazolnitrogén van a kedvezdbb helyzetben, deprotonalddasat eldsegiti a mellette levo
aminocsoport. A C-termindlis végen savamidcsport helyezkedik el, igy az nem tudja
elésegiteni az ott levd donorcsoport deprotondlodasat. Kordbbi vizsgalatok alapjan a C-
terminalis részen levd imidazolnitrogén deprotonaldédasa nagyobb pH-n jatszodik le. Ezt
igazolja a Gly;His molekulaval val6é 6sszehasonlitas, ahol a hisztidin imidazolnitrogénjéhez

rendelhetd pK; érték hasonl6 nagysagrendii.
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5.2 A ligandumok réz(II)-komplexei

5.2.1 pH-potenciometrias mérések

A titralasokat 1:1, 1:2, 3:2, 2:1 fém-ligandum aranynal végeztem el. A titralas nagy
fém feleslegben, 2:1 ardnynal nem végezhetd el, mert ~5-6s pH értéknél csapadék jelenik
meg. Ez azért kovetkezik be, mert a ligandum nem képes megkotni ennyi fémet, és a
feleslegben maradt réz(Il)ionok csapadék forméjaban kivéalnak. A tobbi aranynal a titralés

végig mérhetd volt.
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5. dbra: A HisAla,His titrdlasi gorbéi (cjg= 1,981 07 mol/dm’)

A titralasi gorbe alapjan megfigyelhetd, hogy a komplexképzddés mar 3-as pH felett
elkezddédik. A szabad ligandumhoz képest egy extra lugfogyasztd folyamat jelenik meg. Egy
olyan deprotonalodasi folyamat figyelhetd meg, mely a peptidre 6nmagaban nem jellemzd, ez
a réz(Il)ionnak koszonhetd (5. dbra). A fémion jelenlétében kétszer annyi lagra van sziikség a
titralas soran, mely feltételezhetden az amidnitrogének deprotonalodéasara és koordinalodasara

forditodik. A pH-metrids mérések alapjan az alabbi komplexeket feltételeztiik (2. tablazat).
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2. tablazat: A Cu(ll)-komplexek Osszetétele és stabilitasi dllando értékei (logf3) kiilonbozo

peptidek esetén. A csillaggal jelzett molekulak savamidcsoportot tartalmaznak a C-terminalis

részen.
komplex HisAla,His*  HisGly,His*"®*  HisVal,His*"® Gly;His"®
[CuAH]* 14,83(3) 14,97 15,02 12,24
[CuAl 10,53(4) 10,90 10,03 8,47
[CuAH_] 2,57(9) 3,14 2,55 1,63
[CuAH.,| -5,84(6) -5,30 -6,47 -5,79
[CuAH ;3] -16,02(9) -15,03 -16,41 -16,67
[CusAH 6] -18,44(19) -15,00 - -
pK(His) 4,30 4,07 4,99 3,77
pKi(amid) 7,96 7,76 7,48 6,84
pK;(amid) 8,41 8,44 9,02 7,42
pK;(amid) 10,18 9,73 9,94 10,88

pK(His)=logB([CuAH]*") — logB([CuA]")
pK1(amid)=logB([CuA]") — logB([CuAH_,])
pK1(amid)=logB([CuAH_;]) — logB([CuAH »]")
pKl(amid)=logB([CuAH ;]") — logB([CuAH,3]2_)

A [CuA;]" komplexek keletkezését nem feltételeztiik, de a létezése nem zarhat6 ki. A
ligandum 1:1 aranyu komplexeket képezett a réz(Il)ionnal, de tobbmagvi komplex is
megvaldsulhat, hasonléan a HisGly,His ligandumhoz. Ebben az esetben két fémion
kapcsolodik egy-egy ligandum C-terminélis részéhez (Im, N°, N, N') koordinacioval, a
harmadik fémion pedig hisztaminszerii koordinacidval kapcsolja dssze a peptideket (6.f abra).
Ilyen komplex a HisVal,His esetében nem feltételezheto.

A kis pH-n kialakulo [CuAH]*" komplex a lugos tartoméany felé kozeledve
lépcsdzetes  deprotonalodassal [CuA]” komplexen keresztiil fokozatosan [CuAH_],
[CuAH ;] majd [CuAH 3]* komplex keletkezik (6.a, b, c, d abra).

Els6 Iépésben a koordinicioban részt nem vevd imidazolnitrogén deprotondlodik,
majd makrokelat létesitésével kotddik a rézionhoz, kialakitva a [CuA]" szerkezetet . Erre utal,
hogy a pK(His) értéke kisebb, mint a szabad ligandumra jellemz6 érték. Hasonlo tendenciat
mutat a HisGly,His és a HisVal,His szekvencidju peptid is. Az igy kialakult komplex gatolja
az amidnitrogének deprotonalodésat, ami altal az nagyobb pH tartomanyban jatszodik le. Ezt
mutatja a Gly;His ligandumnal nagyobb pK,(amid) és pK,(amid) érték.

Ezt kovetéen az amidnitrogének deprotondlodasa kezddédik meg. A HisGly,His

szerkezetnél jol elkiilonithetd a harom donorcsoport deprotonalédasa. A HisVal,His
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molekulandl az els6 két amidnitrogén protonvesztése jol elkiilonithetd, de a harmadik
amidcsoport jellemz6 pKs(amid) értéke mar nem sokkal kiilonbozik a pK(amid) értékétdl. Az
altalam vizsgalt HisAlaHis ligandumnal ezzel szemben az els6 két amidcsoport
deprotondlodasa zajlik kozel azonos pH-n, és a harmadik amidcsoport deprotondlodasa és
koordindlodasa gatolt. A C-termindlis részen elhelyezkedd imidazolnitrogénnel kialakitott
makrokelat nagyobb pH tartomanyba tolja ezt a folyamatot és a HisGly,His és a HisVal,His
ligandumnal is nagyobb pKj(amid) értékkel rendelkezik. A lancvégi imidazolnitrogén
koordinacidja a [CuAH ;] szerkezetnél mar nem valésulhat meg, mert a réz(I)ion

koordinacids szférja telitddik az amidnitrogénekkel (6.e abra).
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6. abra: A vizsgalt rendszerben a lehetséges koordindcios modok sematikus rajza:

a.) [CudHJ*", b.) [Cud]”, c.) [CudH ], d.)[CudH ,], e.) [CudH 3]*, f) [CuzA>H o]
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7. abra: A komplexek eloszlas gorbéi és az abszorpcios maximumokhoz tartozo hullamhossz a

PpH fiiggvényében: (a masodlagos y-tengelyen a hullamhossz értékek (1) csokkend sorrendben

szerepelnek)

a.) Cu(ll)-A=1:1 ¢(4)=2-107 mol/dm’, b.) Cu(Il)-A=1:2, c(4)=2-10" mol/dm’



Takacs Gergely: Két hisztidint tartalmazé tetrapeptid réz(I1l)-komplexeinek vizsgélata

5.2.2 UV-lathaté spektrofotometrias mérések

A spektroszkopias adatok alatdmasztjak a feltételezett szerkezeteket. A spektroszkopias
gorbéken a A,y értékek a pH novelésével kisebb értékeket vesznek fel. Ez az amidnitrogének
deprotondlodasara és koordindlodasara utal.

Az eloszlasi gorbe alapjan lathat6, hogy bizonyos pH tartomdnyokban csak egyféle
komplex van dontd mértékben jelen, a tobbi elhanyagolhaté mennyiségben taldlhatdé meg
mellette. Igy egy adott szerkezet abszorpciés maximuméhoz tartozé hullamhossz érték

megbecsiilhetd, mivel ezt a domindns komplex hatdrozza meg.

o—3.54
—4.38
—0.71
6.13
703
—T7.24
—38.07
=831
—38.64
8.94
=—0.31
—0.68
—10.26
10.43
===10.60
—10.73
10.95
—11.14
—11.26
11.34

abszorbancia

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

8. abra A Cu(ll)-HisAla,His 1:2 aranyu rendszer UV-lathato spektrumai a pH fiiggvényében.
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9. abra: A Cu(ll)-HisAla,His 1:1 aranyu rendszer UV-lathato spektrumai a pH fiiggvényében.

3. tablazat: A Cu(ll)-komplexekre szamolt és mért abszorpcios maximum (J,qy) értékek.

Amax Szamitott Amax MErt koordinal6d6 donorcsoportok
CuAH
pH=402 675 672 NH,;, Im(N)

CuA .
pH=6,15 616 634 NH,, Im(N), Im(N) tavoli
CuAH_, 574 554 NH,, N, N™
pH=9,33 531 NH,, N, N, Im(N)
CuAH_; e
pH=11,5 515 510 NH,, N, N, N
CuzA,H ¢ 559 518 2X(NH2, Im(N))

pH~11 522 N, N, N, Im(N)

A [CuAHJ*" komplexben a fémion feltételezhetSen egy hisztaminszerti koordinacioval
kapcsolodik a ligandumhoz. Ekkor a C-termindlis részen elhelyezkedé imidazolnitrogén még
protonalt formaban van jelen, igy a koordindcidban nem vehet részt. Ezt igazolja, hogy a mért
Amax megegyezik az empirikus képlet (3. egyenlet) alapjan szamolt értékkel.

A [CuA]" szerkezet esetén feltételezhetden a tavolabbi imidazol donorcsoport is
kotédik a réz(Il)ionhoz. Ezt igazolja, hogy az abszorpcidos maximum a kisebb hulldmhossz

felé tolodott. A szamitott Ay, értéknél azonban nagyobb értéket vesz fel, ez a makrokelat
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kialakuldsaval magyarazhatd, mert az empirikus képlet nem veszi figyelembe a kelatgyiiri
nagysagat.

A [CuAH_;] esetén is a kapott hullamhossz a szamolt értékek kozé esik. Itt is
feltételezhetd a tavoli imidazol koordinacidja, de mellette a réz(Il)ion mar nem
hisztaminszeri koordinacioban vesz részt, hanem egy amino- és két amidcsoporttal képez
komplexet. A kordbban vizsgalt Gly;His szerkezetli molekulanal az ugyanilyen a felépitésii
komplexre kapott Am.x hasonld érték, 561 nm és az imidazolnitrogén koordinacioja
feltételezett volt.'®

A [CuAH 3]* szerkezetnél a réz(Il)ion koordinacios szféraja telitett, igy a tavolabbi
imidazol mar hozza kotdédni nem képes. A szdmolt Amax €rték alig tér el a kapott eredménytdl,
mely a komplex feltételezett szerkezetét igazolja.

Tobbmagvi komplex esetén nehéz megbecsiilni az abszorpcidos maximumokhoz
tartozd hulldmhossz értékét. Az annal kialakuld bonyolult szerkezetet nem veszi figyelembe
az empirikus képlet, csak a rézion koordinacids szférajaban elhelyezkedé donorcsoportokat.

A spektroszkopias mérések alatdmasztottak a feltételezett szerkezeteket. Az empirikus

képlet alapjan a mérési eredményekkel Osszeegyeztethetd értékeket kaptunk.

5.2.3 CD-spektroszkopias mérések

A feltételezett szerkezetek CD-spektroszkopids vizsgalatokkal is ellendriztem. A
kapott eredményeket dsszehasonlitottam a Tanszéken mar kordbban vizsgalt mérésekkel. A

spektrumokat 1:1, 1:2, és 3:2 aranyoknal vettem fel.
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10. abra: A Cu(ll)-HisAla,His 1:1 aranyu rendszer CD spektrumai a pH fiiggvényében.

—5 10
=6.59
—~
£
o
A =830
=
=
3
=931
===10.44
“===10.85

11. abra: A Cu(ll)-HisAla,His 1:2 aranyu rendszer CD spektrumai a pH fiiggvényében.
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12. abra: CD spektrumok ~I1-es pH értéknél kiilonbozé rendszerekben."

A CD-spektrumokon jol lathato, hogy kb 5-6-os pH értéknél ~700 nm-nél egy kis
intenzitasu csucs jelenik meg. Ez az abszorpciés maximum a hisztaminszeri koordindcionak
feleltethetd meg. A pH novelésével ez eltlinik és ~500 nm értéknél kis pH-n pozitiv, majd
nagyobb pH-n negativ csucsok jelennek meg. A 8-as pH kortil felvett spektrumoknal jelenik
meg ez a pozitiv cstcs, mely a [CuAH_;] komplexhez rendelhetd. Az amid nitrogének
deprotonalodasa ¢és koordinalédasa eredményezi a negativ Cotton-effektust. Az amid
nitrogének Iépcsdzetes protonvesztése kovetkeztében a csucs intenzitdsa megnd. A kis
hullamhossz tartomanyban (~300 nm) megjelend nagy intenzitasa pozitiv csucs a Cu(Il)— N~
toltésatviteli sdv, ami szintén az amidnitrogének deprotonalddasat jelzi (10., 11. bra).

A spektumokat Osszehasonlitva a Cu(Il)-HisGly,His ¢s a HisVal,His rendszerek
spektrumaival az tapasztalhato, hogy az altalam vizsgalt HisAla,His peptid a HisGly,His-hez
hasonlé komplexképzddési sajatsdgokat mutat. Az abszorpcidos maximumok a két peptid
esetén hasonld hulldmhosszon jelennek meg. A kiilonbség a ~500 nm-nél megjelend
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csticsokban mutatkozik, a HisGly,His molekuldnal pozitiv cstcs jelenik meg. Korabban
vizsgalt rendszereknél megallapitottak, hogy ha a molekula a C-termindlis végétdl szamitva a
harmadik helyen glicin aminosavat tartalmaz, akkor a Cotton-effektus ellentétes eldjeli, mint
a tobbi peptid esetén.

A HisVal,His és a HisGly,His rendszer spektrumai kdzott azonban kis eltérés van, a
~500 nm-nél megjelend negativ abszorpciés maximum a kisebb hullamhosszak felé tolodott
az altalam vizsgalt peptid esetén (HisValHis: Amax = 522 nm (pH = 11,25), HisAla,His:
Amax = 509 nm (pH = 11,28)) (12. abra).

A CD-spektrumok alatamasztottdk a potenciometria és UV-lathatd spektroszkopia
alapjan feltételezett szerkezeteket. A 3:2 aranynal a spektrum abszorpcids maximuma eltér a

tobbi ardnynal mért Ay« €rtéktdl, mely tobbmagvi komplexek jelenlétére utal.
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6. Osszefoglalas

Az emberi szervezet szamara feltétleniil sziikséges a réz(Il)ion jelenléte.
Elengedhetetlen a redoxi folyamatok katalizalasanak szempontjabol, és sok mas kiilonb6zd
folyamathoz is nélkiilozhetetlen, nem csak az emberi szervezet szamara. A novényvilagban a
fotoszintetikus folyamatokban vesz részt, mig a puhatesti ¢és az izeltlabu allatok
oxigénszallitd festékanyagdnak a részét képezi. Az emberi szervezetben részt vesz a
csontképzddésben, a 1égzési lancban, segiti a vas felszivodasat és beépiilését. A fémion
metalloproteinekben és metalloenzimekben aminosav oldallanchoz kétott formaban taldlhato
meg.

A legfontosabb kotohely a hisztidin  oldallincaban megtalalhaté imidazol
donorcsoport. A vele alkotott komplex szerkezetét befolyasolja a hisztidin elhelyezkedése,
illetve a peptidet felépitd aminosavak oldallancai.

Munkém soran olyan tetrapeptidet allitottam el6 szilard fazisu peptidszintézissel, mely
a C- és az N-terminalis végen is hisztidint tartalmaz (NH,-His-Ala-Ala-His). Ezt kdvetden
réz(Il)ionnal alkotott komplexeit vizsgaltam pH-potenciometria, UV-lathato- és a CD-
spektroszkopia segitségével.

A pH-metrias mérések soran 1:1 fém-ligandum aranyt komplexek keletkezésén kiviil
tobbmagvu szerkezetet is feltételeztiink. A réz(Il)ion kis pH-n hisztaminszertien kapcsolodik
az imidazolnitrogénhez [CuAH]*" komplexet kialakitva. A pH-t emelve a lancvégi
imidazolnitrogén deprotonalddik, majd az amidcsoportok protonvesztése és koordinalédasa
jatszodik le kialakitva a [CuA]’, [CuAH_ ], [CuAH.,], [CuAH 51> komplexeket. A C-
terminélis részen elhelyezkedd imidazolnitrogén koordinicidja is feltételezheté a [CuA]’,
[CuAH ], [CuAH ;] komplexekben. A harom koordinaldédott amid donorcsoport és az
aminocsoport teliti a réz(Il)ion koordinacids szférajat, igy ennél a szerkezetnél ([CuAH 5]%)
mar nem képes kapcsolodni a tdvolabbi imidazolnitrogén.

Egy [CusA,H ¢]* 6sszetételii tobbmagvii komplex képzédését is feltételeztiink. Az
UV-lathaté spektrofotometrias eredmények és a CD-spektroszkopias adatok is alatdmasztjak

ezen szerkezetek keletkezését.

30



Takacs Gergely: Két hisztidint tartalmazé tetrapeptid réz(I1l)-komplexeinek vizsgélata

7. Summary

Copper(Il) ion is an essential trace element for humans and animals. It plays an
important role in catalysis of redox processes in the human body, animals and plants.
Copper(Il) ion takes part in the photosynthesis for plants, in the oxygen transport system for
molluscs and arthropod, and in the ossification and in the respiratory chain for humans,
moreover the uptake of iron requires also the presence of copper ion. The metal ions are
usually bound to the side chain of donor atoms of the peptide chain of metalloproteines and
metalloenzymes.

The histidine side chain of oligopeptides and proteins is the most important binding
site for copper(Il)ion. The sructure of these complexes can be influenced by the number and
location of histidine in the amino acid sequence.

During my work I synthesized a tetrapeptide containing histidine at the C- and the N-
termini (NH,-His-Ala-Ala-His). The synthesis was performed by means of automated peptide
synthesis based upon the solid phase peptide synthesis.

The potentiometry data can be fitted by supposing the formation of molecular and
polynuclear complexes. At acidic pH copper(Il) ion binds to the N-terminal part of the
molecule (histamine-like coordination) forming the [CuAH]*" complex. Increasing the pH the
deprotonation of the imidazole ring on the C-termini and the preceding amide nitrogens
results in the formation of [CuA]’, [CuAH.], [CuAH,], [CuAH s]* complexes. The
participation of the C-terminal imidazole nitrogen is also supposed in the [CuA]", [CuAH ],
[CuAH ;] complexes. The coordination of amino-, and three amide nitrogens in the
[CuAH ;] species however, saturates the coordination sphere of copper(Il)ion, so the
binding of the other imidazole nitrogen can be excluded.

We supposed the existence of a trinuclear complex [CusA,H ¢]*". Which is supported by
UV-vis and CD-spectroscopic data.
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