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A dolgozatban eléfordulé roviditések és magyarazatuk

A vagy Ala alanin

Ac acetil (védbécsoport)

D vagy Asp aszparaginsav

DIPEA N,N-diizopropil-etilamin

DMF dimetil-formamid

DODT 2,2'-(etiléndioxi)-dietantiol

Fmoc 9-fluorenil-metiloxi-karbonil (véd6écsoport)
G vagy Gly glicin

H vagy His hisztidin

HOBt N-hidroxi-benztiazol

Im(N) imidazolnitrogén

K vagy Lys lizin

M vagy Met metionin

N~ deprotonalt amidnitrogén

N vagy Asn aszparagin

NMP N-metil-pirrolidin

Q vagy GIn glutamin

SPARC Secreted Protein, Acidic and Rich in Cystein
T vagy Thr treonin

TBTU 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium tetrafluoroborat
TFA trifluorecetsav

TIS triizopropil-szilan

Trt tritil (trifenil-metil)

X vagy Xaa tetsz6leges/nem koordinalddoé oldallancot tartalmazd aminosav
Z benzil-oxi-karbonil (védécsoport)
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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy egyes fémek nélkiilozhetetlenek az €16 szervezet szamara: részt
vesznek a szerves molekulak szintézisében, szallitdsdban, valamint katalitikus szerepet
jatszanak a bioldgiai rendszerek sav-bazis és redoxi folyamataiban. Mas elemek ugyanakkor
igen kis koncentracioban is veszélyesnek bizonyultak valamennyi szervezet szamara. Ma mar
tudjuk, hogy a fémionok megkotésében a szerves anyagok koziil a fehérjék birnak kiemelkedd
jelentdséggel.

A metalloproteinekben a fémionok — foként a réz, cink, vas ¢és nikkel ionok —
megkdtésére a peptidlanc oldallancbeli donorcsoportjai szolgalnak, mint példaul a hisztidin
imidazolnitrogénje vagy az aszparaginsav karboxilatcsoportja. Ezen biologiailag jelentds
vegyiiletek kotOhelyei modellezhetdk olyan egyszeriibb rendszerekkel, amelyek kozponti
ionként egy atmenetifém-iont, ligandumként aminosavat, peptidet vagy a fentiek valamilyen
szarmazékat tartalmazzak.

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjdban tobb évtizede
foglalkoznak ilyen jellegii vizsgalatokkal, melyek az utobbi id6ben egyes neurodegenerativ
betegségek — Alzheimer-, Parkinson-kor vagy prionbetegség — kialakulasahoz kothetd
fehérjék fragmenseinek fémionokkal valod kolcsonhatasara fokuszalnak. A koros sejtekben
ugyanis megndvekedett fémion koncentracid tapasztalhatd, azonban kérdéses, hogy ez a
jelenség az emlitett fehérjék konformaciovaltozasdnak oka vagy kovetkezménye.

A hisztidin aminosavak fémmegkotd képessége mindazonaltal jelentdsnek bizonyult a
fenti esetekben, emellett az aszparaginsavat is kiemelhetjiik, mely az Alzheimer-kor kapcsan
tanulmanyozott amyloid-B egyik fontos donorcsoportja. Az irodalomban mar nagyrészt
ismert, ezen aminosavak helyzete hogyan befolydsolja a komplexképzddést. Ugyanakkor az
aszparaginsav ¢€s a hisztidin egyidejl jelenléte valtozatos koordinacios viszonyokat kinalhat
az egyes fémionok szdmara.

Az éltalunk tanulmanyozott AlaAlaAspAlaAlaHis-NH; ligandum elkiiloniilt
kelatképz6 csoportokat tartalmaz, igy egyrészt lehetdség nyilik a ligandum N-terminalis
részén az egyszerd peptidekben is megvalosulé (NH,,CO) koordinacid kialakulasara, illetve a
harmadik helyen talalhat6 aszparaginsav révén az XXDX tetrapeptideknél eléfordulod
(NH2,N",N",B-COQ") koordinacioju fémkomplexek keletkezése szintén elképzelhetd. Mivel a
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ligandum C-terminalis hisztidint tartalmaz, az imidazolnitrogén kotédését kovetéen az
amidnitrogének az N-terminus felé haladva deprotonalodhatnak és koordinalédhatnak.

Ennek tiikrében indokolt a ligandum viselkedését tobbféle, az ¢élo szervezetben
jelentds szerepet betoltd fémion jelenlétében is megvizsgalni, és a preferalt kotohelyeket,

koordinacidés modokat elkiiloniteni.

2. Irodalmi elozmények

2.1. A vizsgalt fémionok biologiai jelentosége [1,2]

A réz a harmadik legfontosabb nyomelem a vas és a cink utdn, nyomnyi
mennyiségben csaknem az Osszes €10 szervezet szamara nélkiilozhetetlen redoxi folyamatokat
katalizal6, oxigénszallito- és tarold, elektrontranszfer, oxidaz és reduktaz funkcidja révén
[3,4,5]. Egy ember szervezetében mintegy 100 mg réz talalhatd, leggyakrabban rézproteinek
formajaban. Ezen fehérjék hatasmechanizmusuk alapjan harom f6 tipusba sorolhatok [6]: a
kék-réz-proteinekben (I. tipus) egyetlen rézion koriil egy er6sen torzult (2N, 2S) tipusu
koordinacié alakul ki, mely atmenetet jelent a Cu(ll)-re jellemzd tetragonalisan torzult
oktaéderes (4N), illetve a Cu(l) tetraé¢deres (4S) koordinacioja kozott. Ennek megfelelden a
fémion igen hajlamos redoxi atalakuldsokra, ami féként a ndvényi fotoszintézis soran betoltott
elektronszallité funkcidoban (pl. plasztocianin) nyilvanul meg. A tipus intenziv kék szine a
600 nm koriili Cu-S toltésatviteli savtol szarmazik.

A 1II. tipus, vagyis a nemkék-rézproteinek esetében (pl. Cu, Zn-szuperoxid-diszmutaz)
a szabalyos monomer Cu(II)-komplexeknél el6forduld, kozel siknégyzetes koordinacié alakul
ki, emellett gyenge axialis kolcsonhatasok is jelentkeznek.

A 1II. tipusba az ESR-inaktiv rézproteinek tartoznak. Egyik altipusukban két, a
fehérjékhez hisztidin oldallancokon keresztiil kapcsolodd Cu(I)-ion helyezkedik el egymastol
360 pm tavolsdgra, ami oxigénmolekula szallitdsat és aktivalasat teszi lehetévé (pl.
hemocianin). A masik altipus esetében egymashoz kozel helyezkedik el két Cu(Il)-ion, mely
elrendezddés megtalalhat6 pl.a lakkdz vagy ceruloplazmin szerkezetében.

Bizonyos rézkomplexek a gyogyaszatban kapnak szerepet, DNS-szintézist gatlo,
ezaltal rakellenes, vagy a sejtoregedésért felelds szuperoxid anion eltavolitd hatasuk miatt [7].

A nikkel bioldgiai szerepe kevésbé ismert; az emberi szervezet atlagosan kb. 7-10 mg

mennyiségben tartalmazza. Elsdként a baktériumokban, novényekben, illetve egyes magasabb
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rendii él6lényekben eldforduld uredz enzimben mutattdk ki, azodta szamos enzim
nikkeltartalmat azonositottak (nikkel-vas hidrogenazok, metil-S-koenzim-M reduktaz,
koenzim F43p, CO-dehidrogenaz, acetilkoenzim-A szintaz, illetve nemrég a Ni(II)-szuperoxid-
diszmutaz esetében). A karbamid hidrolizisét végz6é ureaz enzim aktiv centrumaban két —
egymashoz egy aminocsoportjan karbamilalt lizinen keresztiil kapcsolodo — nikkel(Il)ion is
talalhato [9], amelyekhez két-két imidazolgytirti és egy-egy vizmolekula koordinalddik [2].
Kén donoratomokra is bdségesen akad példa, igy a CO—CO; reverzibilis oxidaciojat
katalizald6 CO-dehidrogenaz vagy a CODH/acetilkoenzim-A szintdz enzimek aktiv
centrumaban. Noha tobbnyire a +2-es oxidaciés szdm preferdlt, a szén-dioxid—metan
reakcioban kozremiik6do metil-S-koenzim-M reduktaz vagy a koenzim Fy3p esetében a nikkel
oxidacios allapota +1.

A cink mint masodik legfontosabb nyomelem valamennyi ¢él6 szervezetben
megtalalhato [5,10,11]. Az emberi szervezet kb. 2 g cinket tartalmaz, mely enzim formajaban
csaknem az 0Osszes sejtben eléfordul. Ezen enzimekben a cink(Il)ion a peptidlanchoz a
hisztidin, aszparaginsav, glutaminsav vagy cisztein O, N vagy S donoratomjai segitségével
kotodik.

A cink a biologiai rendszerekben katalitikus (szénsavanhidraz, karboxi-peptidaz, maj-
alkohol dehidrogenaz) és szerkezetalakit6 funkcidval (pl. alkohol dehidrogenaz, aszpartat-
transzkarbamoilaz, Cu, Zn szuperoxid dizmutaz) is rendelkezik. Utobbi esetben a Zn(l1)-ion
négy koordinacids helyét az emlitett donoratomok foglaljak el leggyakrabban, az enzim
milkodéséhez sziikséges merev elrendez6dést hozva ezzel létre. Azokban az enzimekben,
amelyekben a cinknek katalitikus szerepe van, a fémionhoz kozel tetraéderesen harom
aminosav — féként a hisztidin — oldallanca mellett viz vagy OH™ ion koordinalodik [12]. Ez a
momentum az enzimmukodés szempontjabol jelentds.

Meg kell még emliteniink az Gn. "cink ujjakat": ezek olyan, altaldban [2Nm,2S]
koordinacidval jellemezhetd cinktartalma fehérjék, melyek a DNS bazisszekvencidjanak

felismerésében nélkiilozhetetlenek [13].

2.2. A vizsgalt fémionok koordinacios kémiaja [1,14]

A rézkomplexekben a fémion oxidacids szama 0 és +4 kozott valtozik, zomében a

crer

energidja miatt vizes oldatban konnyen diszproporciondlodik, am kis oldékonysagu
6
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vegyiiletek forméjaban vagy n-akceptor ligandumokkal ezen oxidacios allapot is stabilizalhato
szintelen, diamagneses komplexeket eredményezve. Ligandumszamtol fliggden linearis,
trigonalis planaris vagy tetraéderes geometria alakulhat ki, kelatképzok jelenlétében azonban
ez torzulhat.

vagy hat, siknégyzetes vagy — pl. peptidekkel — tetragonalisan torzult oktaéderes geometria
jellemzi (Jahn-Teller hatas). A komplexek kék vagy zold szinliek, egy széles elnyelési savval,
a monomer komplexek 1,75-2,20 BM magneses momentummal rendelkeznek. A 3d-atmeneti
fémeket tekintve a Cu(Il)-komplexek termodinamikai stabilitdsa kiugré, amit az Irving-
Williams sor is példaz: Mn(II)<Fe(II)<Co(II)<Ni(I)<Cu(I[)>Zn(II) [1,2].

A nikkel oxidacios szama komplexeiben szintén 0-t6l +4-ig terjed. Leggyakoribb a
+2-es allapot, de a Ni(0) m-akceptor ligandumokkal stabilizalhatd: ez esetben elsdsorban
diamagneses, tetraéderes komplexek alakulnak ki, melyek oktaéderes Ni(IlI)-komplexszé
oxidalodhatnak.

A +2-es oxidacios allapotban a nikkel elektronkonfiguracioja ds. Négyes koordinécios
szammal siknégyzetes geometridji, tobbnyire diamagneses komplexek keletkeznek, sarga,
vOrds vagy barna szinnel, ritkdbban kék vagy zo6ld szinii tetraéderes komplexek, melyek
altalaban  paramagneses tulajdonsagliak. Bizonyos foszfinszarmazékokkal —alkotott
komplexeknél a siknégyzetes és a tetraéderes forma egyenstlya alakul ki. Ugyancsak
egyensulyi folyamatban bekovetkezhet a siknégyzetes forma (monomer) agglomerizécioja,
mely paramagneses polimer kialakuldsdhoz vezethet.

Otos koordinaciés szammal négyzetes piramisos vagy trigonalis bipiramisos Ni(II)-
komplexek keletkezhetnek, melyek lehetnek paramagnesesek vagy diamagnesesek. A hatos
koordinacids szamu komplexek oktaéderesek, melyek konnyen kialakulhatnak N, S vagy O
donoratomot tartalmazé ligandumokkal, leggyakrabban a koordindlt vizmolekulak
helyettesitésével. Oktaéderes komplex keletkezhet siknégyzetes Ni(Il)-komplexek
koordinal6do oldoszerrel vagy ligandumfelesleggel bekovetkezd egyensulyi reakcidjaban is.

A cinknek gyakorlatilag csak a +2-es oxidacios allapota 1étezik, féként oktaéderes €s
tetraéderes komplexeket képez.

Vizes oldatdban valdsziniileg leggyakrabban [ZH(H20)6]2+ akvakomplex formajaban
fordul el6, 4m szamottevé hidrolizise soran [Zn(OH)(H20)]" és [Zno(OH)(H20).]**
hidroxokomplexei keletkeznek, illetve bazikus (vagy hidroxo) soként kivalhat az oldatbol. A

pH ndvelésével [Zn(OH)4)* komplex képzédése mellett az emlitett csapadék feloldodhat.
7
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A leginkabb el6forduld tetraéderes komplexek szamos O-donor ligandummal
kialakulhatnak, &m N-donorokkal (pl. ammonia, aminok) stabilabb komplexek képzddnek.
Nagyobb koordinacios szamu komplexek sokszor a tetraéderes formaval vannak
egyensulyban. 5-0s koordinacidé esetén torzult trigonalis bipiramisos vagy kozelitdleg

négyzetes piramisos geometria is kialakulhat. A hatnal nagyobb koordinacidsszdm-értékek
ritkak.

2.3. A peptidek koordinacios kémiaja [15,16]

Az egyszerli aminosavak amino- és/vagy karboxilatcsoportjukkal is koordinalédhatnak
a fémionhoz. A legtobb atmenetifémion ML komplexe esetén a bidentat kotodés figyelhetd
meg. Lehetdség van arra is, hogy ugyanezzel a koordinacidval kettd, illetve harom aminosav
kotédjon a fémionhoz, ML, és MLj Gsszetételti komplexet alakitva kKi.

Amig az aminosavak esetén lehetéség van arra, hogy az amino-és karboxilatcsoport
ugyanahhoz a fémionhoz koordinalodjon, oOttagh kelatgyiriit alkotva (1.a dbra), ML
Osszetételll fém-peptid komplex esetén a fémionhoz a peptid aminocsoportja ¢és a
karbonilcsoport kapcsolodik, a lancvégi karboxilatcsoport pedig nem vesz részt a
koordinécidban (1.b abra). Az aminocsoporttal az amidnitrogén is kelatképzo helyzetben van.
A koordinaci6 létrejottehez azonban az amidnitrogén deprotonalddasa sziikséges. Ez szabad
ligandum esetében pH = 14 felett jatszodik le, ugyanakkor szamos fémion (Pd(II)-, Cu(ll)-,
Ni(ll)-ionok) is eldsegitheti a deprotonalédast és az amidnitrogén koordinaci6jat. Igy ha a
peptid egyik amidnitrogénje deprotonalodik, MLH_; 6sszetételii komplexek keletkeznek.

Dipeptidek esetében a fémionhoz az aminocsoport nitrogénje, az amidcsoport
nitrogénje ¢és a kozel esé lancvégi karboxilatcsoport oxigénje is koordinalodhat, kettds
kelatgytiriit alakitva ki (1.c dbra). Tri- és tetrapeptidekben két, illetve harom amidnitrogén
deprotonalodhat, igy fémionokhoz kotddve MLH_, (1.d dbra) és MLH_3 (l.e dbra)

osszetételli komplexek képzddnek.
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Cu(l1)-peptid komplexek

A Cu(ll)-ionok egyszerii peptidekkel altalaban tetragonalis komplexeket képeznek.
Diglicinnel savas tartomanyban Cul ¢és CuLH_; oOsszetételi komplexek keletkeznek,
(NH,,CO), illetve (NH2,N,a-COO") koordinacioval. Utobbi esetben a fémion egyik
koordinaciés helye szabadon marad, ami lagos tartoményban valtozatos 0Osszetételi
részecskék kialakulasat teszi lehetévé [17,18,19]. A Cu,LH ; komplexben a masodik
ligandum az amino- ¢és karbonilcsoporton keresztiill —axialis-ekvatorialis — iranyban
koordinalodik, azonban a pH 9 koriil megkezdddik a CuLH ; komplex hidrolizise: vegyes
hidroxokomplexek képzddnek, mely a spektrum vords iranyu eltolodasat eredményezi. Erésen
lagos tartomanyban vagy 100-1000-szeres ligandumfelesleg esetén megjelenik a 4N-es
koordinaciéju Cu(LH_1); komplex is, melyben mindkét ligandum amino- és amidnitrogénje
koordinalodik [19,20,21].

A Glys; ¢és Glys peptidek [22,23,24] az amidnitrogének egymast kovetd
deprotonalodasaval és koordinaciojaval CulLH;, CuLH, ¢és CuLH 3 komplexeket
képezhetnek. A Glys CuLH., komplexében az (NH2,N,N,a-COQ") koordinacio, telitve a
fémion koordinacids szférajat, akadalyozza a biszkomplexek kialakuldsat, illetve a hidrolizist
pH 11,9 felé tolja el. A Glys peptid CuLH_3 6sszetételii, 4N-es komplexében a Cu(Il)-ion
koordinécids helyei ugyancsak foglaltak, igy a peptidlanc novelésével nem alakul ki Gjabb
Cu(Il)-N" koordinacié (ezt bizonyitja a Cu(Il):Glys rendszer rontgendiffrakcids vizsgalata
[25]). Azonban az oldallancbeli donorcsoportok nagymértékben befolyasoljak a

komplexképzddést.

Ni(Il)-komplexek

Egyszerl tri-és tetrapeptidek esetében savas tartomanyban (NHp, CO) koordinacioj
Ni(Il)-komplexek vannak jelen az oldatban, mig gyengén ltgos tartomanyban a Ni(II) képes
el0segiteni az amidnitrogének egymadast kovetd deprotonalodasat ¢€s koordinacidjat
[26,27,28,29], 3N-es és 4N-es komplexeket hozva létre. Az 1N-es NiL komplexek altalaban
oktaéderesek, mig a két vagy harom deprotonalodott amidnitrogént tartalmazok
siknégyzetesek [27,29,34,35]. Ez kooparativ koordinaciot eredményez, igy pH 8,5 koriil az
1N-es komplexeket felvaltjak a 3N-es, 4N-es komplexek, mig a NiLH , komplex nem
mutathato ki az oldatban [15,26,32,33].

10
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Ni(ll)-ionokkal gyakran képzddnek biszligandumu komplexek, melyeket a Ni(Il):Gly,
rendszerben is sikeriilt kimutatni [26,30,31]. A biszkomplexekben pH 10 koriil mindkét
ligandum amidnitrogénjei deprotonalddnak, tridentat koordinaciét alakitva ki.

A Ni(IT) oligoglicin komplexeiben ugyanolyan koordinacids modok valosulnak meg,
mint a Cu(ll) esetében, kivéve a ligandum axialis koordinacidjat. Mindemellett a tri-és
tetrapeptidek oldategyensulyi vizsgalata a deprotonalt komplexek lassi képzddése és — a

deprotonalt amidnitrogének szamaval novekvo — inertsége [36] miatt kifejezetten nehézkes.

Zn(l1)-komplexek

Egyszerti peptidekkel a Zn(II) pH ~ 5 felett ZnL sszetételii komplexeket képez [37],
melyekben a kelatgylirli a termindlis aminocsoport €s a karbonilcsoport részvételével alakul
ki. A pH novelésével az amidnitrogén deprotondlodasa nem kovetkezik be, mely a cink(II)
esetében a kristalytér-stabilizacios energia hidnyara és hidroxokomplex-képzési hajlamara
vezethetd vissza. Ehelyett polimer szerkezeti hidroxohidas komplexek keletkezése

feltételezhetd, majd Zn(OH); csapadék valik ki az oldatbol.

2.3.1. Hisztidintartalmu peptidek koordinacios kémiaja [8,38,39,40]

Hisztidintartalmt peptidek esetében a komplexképzddését nagyban befolyasolja a
fémion mindsége, a hisztidin-oldallancok szama és pozicidja, a szabad aminocsoport jelenléte,
valamint a fémion és a koordinalodé ligandum aranya. Mivel az altalam vizsgalt ligandum
csak egy hisztidint tartalmaz, ebben a részben csak az egy hisztidint tartalmazo peptidek
komplexképzését foglalom Ossze.

N-terminalis hisztidint tartalmazo peptidek esetében hisztaminszerii, (NH2,N(Im))
koordinacié alakul ki Cu(Il)-, Ni(Il)-, vagy Zn(Il)-ionokkal (2. a dbra). A stabilis, hattagli
kelat képzodése a Cu(Il)-ionok esetében késlelteti, mig Ni(ll)-ionok jelenlétében
megakadalyozza az amidnitrogének deprotonalodasat. (Lugos pH-n a Zn(ll)-ion hidrolizise
kovetkezik be [41].) Ennek megfeleléen a HG, HM [42] és HGG [43] ligandumokkal NiL és
NiL; komplexek keletkezhetnek, Cu(Il) jelenlétében viszont lejatszodik a HG ligandum els6
amidnitrogénjének deprotonalodasa. Az 1:1 arany mellett képz6dé CuLH_, dimerben az
egyik ligandum (NH2,N",COO") koordinacioja és a masik ligandum imidazolnitrogénjének
kotdédése teliti a fémion koordinacios szférajat (hosszabb peptideknél a kizarolagos
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dimerizaci6 sztérikusan gatolt [44], ugyanakkor a deprotonalt amidnitrogének
koordinalédhatnak). A ligandumfelesleg mellett képz6dé Cul, komplexben a ligandumok
kozotti sztérikus vagy nemkovalens kdlcsonhatast mutattak ki a HXX szekvencidju peptidek
vizsgalata soran (X: A vagy G) [45].

A lancban masodik helyen hisztidint tartalmazé peptideknél (XH szekvencia)
(NH2,N")N(Im)) koordinacioval (5,6) taga csatolt kelatrendszer alakulhat ki (2.b dbra). A GH
[46,47], AH, AHA [48], GHK [49], GHG [47] ligandumok esetében leirt, stabilis [CuLH_4]
komplexben a fémion negyedik koordinacids helyét egy masik ligandum foglalhatja el
(amino-, vagy imidazolnitrogénjével kapcsolodva). A Ni(Il)-ionok hasonloéan viselkednek,
viszont az amidnitrogén deprotonaldédasa pH~6-7-re tolodik a Cu(ll)-ionoknal tapasztalt
pH 4-es értékkel szemben. Noha Zn(Il)-ionok jelenlétében az amidnitrogének
deprotonalodasa helyett a fémion hidrolizise megy végbe tobbnyire, XH szekvencidji
peptideknél az imidazolnitrogén horgonycsoportként képes indukalni az amidnitrogének
deprotonalodasat és koordinaciojat a fentivel egyezd koordinaciés mod kialakitasaval
[52,53,54]. A fémion koordinacios szférdja nem telitédik, ami ujabb ligandum vagy OH™
belépését teszi lehetove.

"Albumin modelleknek" nevezziik azon peptideket, amelyekben a hisztidin aminosav
a harmadik helyet foglalja el (XXH vagy XXHX szekvencia [50,55,56,57,58]) — a szallitando
Cu(Il)-, Ni(Il)-ionok megkotésében ugyanis az albumin DAH szegmense vesz részt. (Emellett
XXH szekvencidji peptidek vesznek részt a DNS szekvenciajanak felismerésében, specifikus
hasitasaban, illetve megjelennek a SPARC peptidfragmensében.) A GGH Cu(Il)- vagy
Ni(ll)-ionokkal kialakuld6 MLH_, komplexe kiugro stabilitassal bir, mivel az amidnitrogének
kooperativ  deprotonalodasa  soran  5,5,6-tagli  csatolt  kelatrendszer jon  1étre
(NH2,N",N",N(Im)) koordinacioéval (2.c dbra). A Ni(ll)-ion esetében az amidnitrogének
deprotonalodasa nagyobb pH-n jatszodik le, illetve megfigyelhetd a paramagneses, oktaéderes
geometriaju komplex diamagneses, siknégyzetes komplexszé torténé atalakulasa is. Zn(I)-ion
¢s GGH kolcsonhatdsa soran az amino- és imidazolnitrogének koordinécigjat, illetve a pH
emelésével a fémion hidrolizisét figyelték meg [41].

Amennyiben a hisztidin a peptid N-terminusatdl szamitott negyedik, vagy annal
tavolabbi pozicioban talalhato, ML 0Osszetételi makrokelatok [59] (2.e dbra), illetve az
amidnitrogének 1épcsdzetes deprotonaldodasaval Cu(Il)-, vagy Ni(ll)-ionok esetén MLH 4,
MLH_, és MLH_ 3 komplexek képzddhetnek [59,60,61]. Az ML komplex esetén az

imidazolnitrogén, a terminalis aminocsoport, esetleg az utobbival kelatképzd helyzetben levd
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karbonilcsoport koordindlodhat, stabilitaisa azonban csokken a makrokelat méretének
novekedésével. Penta-, hexapeptidek amidnitrogénjeinek deprotondlodasa tobbnyire az N-
terminus fel6l megy végbe, ((NH,3 N") koordinacidval), ennél nagyobb peptideknél a
folyamat a C-terminus feldl jatszodik le (N(Im),3 N") koordinaciét alakitva ki.

Termindlis aminocsoport hianydban az imidazolnitrogén horgonydonorként
indukalhatja az amidnitrogének deprotonalddasat. A hisztidint kiilonb6zé helyzetben
tartalmazé N-terminalisan védett tetrapeptidek vizsgalatakor azt talaltak [46,62,63,64], hogy
abban a peptidben, mely elsé helyen tartalmazza a hisztidint, az amidnitrogének rendhagy6
médon a C-terminus irdnyaba deprotonalédnak, mig a tobbiben a szokdsos moddon az

N-terminus felé, csatolt kelatrendszer kialakitasaval (2.d dbra).
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2.a (NH2,N(Im)) (hisztaminszer(i) koordinacié (Cu(ll) | 2.b  (NH,N"N(Im)) koordinaci6 a Cu(ll):GH

vagy Ni(ll): HG 1:2 rendszer) rendszerben
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2.c (NH3,N",N"N(Im)) koordinaci6 2.d Aminoterminusokon védett peptideknél kialakulo
CuLH_, 6sszetételnél (Cu(l1):GGH rendszer) (N",N",N"N(Im)) koordinici6 CuLH_3 0Osszetételnél

(Cu(IN:Ac-HGGG rendszer)
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2.e Makrokelat és a lagos kozegben kialakulo (N,N°, N",N(Im)) koordinacié6 CuLH_; 6sszetételnél
(Cu(I1):GGGH rendszerben)

2. abra Egy hisztidint tartalmazo peptidek lehetséges fémkomplexeinek szerkezete
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2.3.2. Aszparaginsavat tartalmazo peptidek koordinacios kémiaja [15]

Aszparaginsavtartalmu peptidek esetében az emlitett aminosav szdma és peptidlanc-
beli helyzete jelentds hatassal van a kialakult komplexek stabilitasara.

Az N-termindlis aszparaginsavat tartalmazé peptideknél (NHy,3-COQ™) koordinécio-
val hattag kelatgytr( alakulhat ki: savas pH-n az ML és ML, komplexek esetében ez az tn.
B-alaninszer(i koordinacio a preferaltabb a dipeptidszerii (NH,,CO) koordinacidhoz képest. A
pH emelésével a deprotonalddott amidnitrogének koordindlédhatnak (dipeptidszerii koordi-
nacio), de ez a folyamat kissé gatolt a Glyp-hez képest [65]. A Ni(Il) esetében a pH 7-ig
egyeduralkodd NiLL komplex stabilitasa két nagysagrenddel nagyobb az egyszeri peptidek
ML komplexeihez képest. Az oligoglicin peptidekkel ellentétben, itt az igen stabilis NiL,
komplex is megjelenik. (Mindkét komplex oktaéderes geometriaji, ennek megfeleléen az
ekvatorialis koordinaciot kedveld Cu(Il)-ion esetében biszkomplex nem képzédik [66].) igy
pH 9 felett az amidnitrogének deprotonaldodasaval kevés NiLH_; részecske keletkezhet,
NiLH_, komplex pedig nem alakul ki [67]. Zn(Il)-ionok és DXXX szekvenciaju peptidek
kolcsonhatdsa sordn a ZnL 0Osszetételli komplex mellett a koordindlodott vizmolekuldk
deprotonalodasaval képz6d6 ZnLH_; és ZnLH_, vegyes hidroxokomplexek is megjelennek. A
kialakulo  (NH2,B-COO”) koordinacié (illetve feltehetdleg az els6 aminosavrész
karbonilcsoportjaval valo kolcsonhatéds) kovetkeztében polimer szerkezetli komplexek csupan
pH 10 felett jelennek meg, az amidnitrogének deprotonaloddsa azonban nem megy
végbe [67].

Lanckozi aszparaginsavat tartalmazo, biologiailag jelentds vegyiileteket is modellezd
tri- tetra- és pentapeptidek vizsgalata soran (N,3-COO") koordinaciojt, hattagh kelatgytri
kialakulasat allapitottdk meg. Amennyiben az aszparaginsav a lancban a madasodik helyet
foglalja el, eldsegitheti az els6 amidnitrogén deprotonaldédasat és fémionhoz valo
koordinalodasat, emellett jelentdsen akadalyozhatja a lancban utdna kovetkezd amidnitrogén
deprotonalodasat [68,69,70]. Az igy kialakuld6 MLH_; Cu(ll)-ionok esetében egyeduralkodd
pH 4,5-9,5 tartomanyban [67,71]. Ni(ll)-ionoknal ez a komplex nem mutathat6 ki, illetve a
NiLH , komplex jelenléte a NiLH 3 képzddését nagyobb pH-tartomanyok felé tolja el.
Zn(I)-ionok esetében a B-COO™ csoport kisebb mértékii stabilizacioja folytan pH 7 koriil
hidrolitikus  folyamatok indulnak meg, az amidnitrogének deprotondloddsa nem

kovetkezik be.
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A peptidszekvencidban harmadik helyen 4ll6 aszparaginsav jelenléte az
amidnitrogének kooperativ deprotonalodasat segitheti el6. Cu(Il)-ionok jelenlétében sem az
(NH2,N") koordinacioji 2N komplex, sem az egyszerii peptideknél targyalt 4N komplex nem
mutathatd ki: erdsen lugos tartomanyban (NHz,N ,N-,f-COQO") koordinacioju CulLH ,
komplex képzédik, tri-, tetra- és pentapeptidek esetében is [72,73,74,75]. A stabilis
koordinacié miatt az aszparaginsavat kovetd amidnitrogén deprotonaldédasa nem jatszodik le a
mérhetd pH-tartomanyban. Ni(Il) és XXDX peptidek komplexképzddése soran 2N
komplexek szintén nem mutathatok ki, azonban a 3N-es NiLH , komplexbdl az
aszparaginsavat koveté amidnitrogén deprotonalodasaval a 4N-es NiLH 3 Osszetételi
részecske keletkezik — jollehet az Alas-hez képest nagyobb pH-n [67,68]. Mindkét komplex
siknégyzetes geometriaju. Zn(II)-ionok esetében az amidnitrogének deprotonaldédasa nem
jatszodik le, illetve mivel a B-COO™ csoporttal vald kdlcsonhatas sem elég erds, pH 7 koriil
megkezdddik a fémion hidrolizise [67].

A C-terminalis aszparaginsav f-COO™ csoportja a Cu(ll)-, Ni(ll)- és Zn(II)-ionok ML
komplexének stabilitasat noveli egy egyszerii dipeptidéhez képest. Ennek koszonhetéen a
Cu(ll)- és Ni(IT)-ionok esetében az amidnitrogén deprotonalodasa és kotddése nagyobb pH-n
jatszodik le [66,67,71].

R

o
I R
cH . cH,
‘ooc/ \HN/ \clH/ \T¢o 00C C HE*C//
N 2 R
N z+l | - N ;
PR Ou N7 0O [ e cH
HZN‘ o C \“ ‘2; HC\ ’/ \-\ s 2
00C, clH ‘_L | C u R/ NH» O—C\\
NN HC._ - 0
HNT| 2 R/ NH2

3. a N-terminalis aszparaginsavat | 3. b XD szekvenciaji dipeptid | 3. ¢ XXD szekvencia esetén

tartalmazé peptideknél kialakulo | Cu(ll)-ionokkal képzett, megvalosuld  (NH,,N",N7,3-COO")
biszkomplex 2(NH2,B-CO0") | (NH,;,N, B-COO") koordinacidji | koordinacioja CuLH_, osszetételil
koordinacio komplexe (CuLH_; Gsszetétel) komplex szerkezete

(ML, Gsszetétel)

3. abra Aszparaginsavtartalmu peptidekkel kialakulé komplexek lehetséges szerkezete

16




Aszparaginsavat €s hisztidint egyarant tartalmazo hexapeptid atmenetifém-komplexei Raics Maria

3. Kisérleti korillmények és vizsgalati modszerek
3.1. pH-potenciometria

crer

elektrolitok savi disszocidcios viszonyainak, valamint oldatfazisban lejatszodo — a
koordinacié sordn a ligandum  protonalodasi  egyensulydnak  megvaltozasaval
jaro — komplexképzddési folyamatok tanulmanyozésara is alkalmas. A mérések sordn a titralt
minta pH-jat kovetjik nyomon az ismert koncentracidju méréoldat térfogatanak
fliggvényében. (A pH-értékeket a diffuzids potencial okozta eltérések miatt az Irving-faktorral
korrigalhatjuk [76].)

Az aldbbi egyenlet alapjan felirhatd altalanosan a képzddott komplex stabilitdsi
alland6ja, mely felhasznalasdval tovabbi informacidkat nywjtd, Iépcsdzetes egyensulyra
vonatkoz6 allandokat képezhetiink.

pPM + gL + rH 5 MpLqH,
MM
" [MIP[L]a[H]"
M : fémion
L : ligandum
H : hidrogénion

A savi disszocidcios allandok (pK) és a komplexek stabilitasi allandoinak (1g Byq)
meghatarozasahoz a SUPERQUAD [77] és a Tanszéken kifejlesztett PSEQUAD [78]
programokat hasznaljuk.

A SUPERQUAD program a mérési adatsor, a minta kiinduldsi térfogata, a
lugkoncentracio, a vizionszorzat, a reaktansok (H, L) szama, becsiilt anyagmennyisége ¢s
finomitandd allandoik felhasznaldsaval a pK-értékek, illetve a titrdldsi gorbe
meghatdrozasara is alkalmas.

A PSEQUAD program bemend paraméterei a mérési adatsor, a minta kiindulasi
térfogata, a lugkoncentracid, a vizionszorzat, az Irving-faktor, a komponensek (H, L, M) és
asszociatumok (hidrogénkomplex, fémkomplex, esetleg hidroxokomplex) szama, utdbbiak
sztochiometriai  Osszetétele, finomitand6 allandoik, illetve a komponensek teljes
koncentracioja.

Az emlitett programok a tomeghatas térvényét alapul véve, a legkisebb négyzetek

madszerével iteracids 1épésekben finomitjadk a megadott kezdeti allandokat a térfogatvaltozas
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figyelembevételével. A pH-metrids eredmények legjobb illesztését addo modellek, szamolt
stabilitasi dllandok mellett a program feltiinteti a standard deviacidkat is.

A vizsgalt rendszerek eloszlasi diagramjait a MEDUSA program az asszociatumok
Osszetétele, stabilitasi allandoi és a komponensek teljes koncentracidja alapjan szamolta
ki [79].

A titrdlt mintaink kiindulési térfogata 3,00 cm®

volt, melyben a ligandum
koncentracidja ~1,5 mM (a fémionhoz képest ekvimolaris, illetve fele mennyiségben vagy kb.
kétszeres feleslegben). A mintdban a KCl-koncentracidja 0,2 M, ami kozel azonos a
a titralas soran az ioner6sség nem valtozik szdmottevden.

A ligandumok vizsgélatakor az alabbi moddon jartunk el: Az ultratermosztattal
biztositott 25°C hdémeérsékletli, magneses keverdvel kevertetett, kezdetben savas pH-ju
mintahoz a pontosan ismert ~0,2 M koncentracioju KOH-oldatot MOL-AcS tipust biirettabol
egy 1 cm® végtérfogatt Hamilton-fecskendd adagolta a MOLSPIN program 4ltal
szamitogépesen vezérelt 1éptetdmotor segitségével. A minta O,- és CO,-mentesitését argon
bevezetésével oldottuk meg. A pH-méréshez MOLSPIN pH-mérét és egy hozzéd csatlakozd
Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. Utobbit 0,050 M kalium-
hidrogén-ftalat oldatra kalibraltuk, melynek pH-ja 25°C-on 4,008. Ha a pH-érték valtozasa 9
masodpercen beliil 0,03 mV-nél kisebb volt, akkor a pH érték rogzitése utan a program ujabb,

egységnyi térfogatu mérdoldatot adagolt a mintahoz.

3.2. UV-Vis spektrofotometria

A komplex vegyiiletekben a fémion d palyai a kozeledd ligandum elektromos
eréterével vald kolcsonhatisa folytan kiilonbozd energidra tesznek szert. Amennyiben a
palyak kozti elektrondtmenethez sziikséges energia a lathatd fény tartomdnyaba esik, a
komplex szines. A kapott spektrum alapjan a komplex geometridjara, a donoratomok
mindségére, szamara nézve nyerhetliink informaciot. Hig oldatokndl ¢€s nemszelektiv
abszorpcid esetében az abszorbancia aranyos a koncentracioval (Lambert-Beer torvény).
energidja kétfelé hasad az energiadiagramon, ami a geometria tetragonalis torzuldsa
kovetkeztében tovabbi két-két energiaszintre hasadhat. A haromféle energiaju d-d atmenet:

dy; (dy;) — dxz_yz, Oyy — dxz_yz ésad, — dxz_yz gyakran azonban egyetlen savva olvad Gssze,
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melynek jellemzdit egyarant befolyasolja a donoratom és a nem koordinal6doé szubsztituensek
mindsége, mennyisége [81] (1. tdblazat), a koordinaci6 modja vagy a kelatképzodés
jelensége. Ha a [Cu(H20)s]** komplexben levé négy ekvatoridlisan elhelyezkedd
vizmolekuldt a O- vagy N-donorokkal helyettesitjiik, az elnyelés maximuma nagyobb
energianal jelentkezik. Voros eltolodast tapasztalhatunk, amennyiben keldtképzddés van az

egyik axialis pozicioval.

1. tablazat Cu(ll)-komplexek spektralis paramétereinek
¢és a koordinalt nitrogénatomok szdma kozti Gsszefiiggés

Koordinalt nitrogénatomok szama Amax (€) [nm (Mt cm™)]
1 680-730 (30-60)
2 620-670 (40-120)
3 540-590 (100-150)
4 500-530 (120-200)

A Ni(II) esetében [80] a 6-os koordinacids szamu komplexeknek lathato tartomanyban
az alabbi harom, kis intenzitasu (¢ < 30 M* cm™) spinmegengedett d-d 4tmenete van:
21=1430-770 nm ((A; —°T,), Ao = 910-500 nm (PA, —°T1(F) atmenet) és A3 = CA, —°T1(P)
atmenet). A geometria torzuldsa miatt a kozépsd sav felhasadhat, emellett a spintiltott
%A, —'E atmenet vallként megjelenhet valamelyik cstcson. A tetraéderes Ni(11)-komplexek
intenzivebb elnyeléssel rendelkeznek (e = 100-1000 M cm™?) | az elnyelési maximum lathat6
tartomanyban 900-500 nm. Az erds terli ligandumokkal (pl. peptid amidnitrogénjéhez valo
kapcsolodassal) képzddo siknégyzetes geometridju  komplexek 550-400 nm tartoméanyban
¢ =50-500 M cm™ értékkel jellemezhetdk, a 430 nm alatti — gyakran toltésatviteli eredetii —
sav ennél is nagyobb intenzitasu.

A ligandum Cu(ll)-és Ni(IT)-komplexeinek vizsgalatakor Perkin Elmer Lambda 25
tipusu, kétsugaras fotométert hasznaltunk, melyben a sugérforrds wolfram, illetve 326 nm
alatt deutérium lampa volt. A spektrumokat a Cu(ll)-komplexek esetében A=250-800 nm, a
Ni(ll)-komplexeknél A=250-1100 nm tartomanyban vettiik f61 1,000 cm-es kvarckiivettaban
1:2, 1:1 és 2:1 fémion:ligandum aranynal kiilonb6z6 pH-kon. A szkennelés 960 nm/perc

sebességgel, 1 nm-ként tortént.
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3.3. CD-spektroszképia [82]

A sikban polarizalt fény egy balra és egy jobbra cirkuldrisan polarizalt fénysugar
Osszege, mely komponensek egy optikailag aktiv anyagon athaladva eltérd6 modon
abszorbealodnak (cirkularis dikroizmus vagy Cotton-effektus). A kétféle fénysugar
abszorpciojanak kiilonbségét a hullamhossz fliggvényében abrazolva a CD-gdrbéhez jutunk,
melyen a maximumok helye kozel esik az elektrongerjesztési spektrum maximumaihoz. A
vizsgalt fémkomplexek optikai aktivitdsat okozhatja a ligandum vagy maga a komplex (a
kozponti atom és a donoratomok elhelyezkedése) aszimmetriaja. A CD-spektrumokban az
intenzitads értéke fligg a kromofor csoportok és a kiralitdscentrum kozti tavolsagtol, a
donoratom mindségétdl, illetve nemkoordinalodé oldallancok esetében a jelek intenzitdsa
Osszeadodik. A fémionhoz koordindlodé donorcsoportokat tekintve a kirdlis informacio
tovabbitasanak mértéke az aldbbi modon csdkken: amidnitrogén > karboxilatoxigén >
aminonitrogén.

A CD-méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztiik, a
JASCO-810 spektrométer segitségével. A spektrumok felvétele A=280-800 nm ¢s
220-300 nm tartomanyban 1,000 cm ¢és 1,00 mm uthossza kiivettdban tortént, 1:2, 1:1 és 2:1

fémion:ligandum aranynal.

3.4. Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalt ligandum szerkezetét a 4. dbra mutatja.

HZN—CH—C—N—CH—C—N—Cl:H—C—N— H—C—N—TH—C—N—CH—C—NHZ
CHs CHj THZ CHs CHs CH,
c=—o
| NN

4. abra A vizsgalt AADAAH-NH, ligandum szerkezete

A vizsgalt ligandumot szilard fazist peptidszintézissel allitottuk eld, az ehhez sziikséges
vegyszereket: az Amide Rink tipust gyantat (0,71 mmol/ekvivalens; AM Resin 200-400 mesh,
0,25 mmol), a felhasznalt aminosavszarmazékokat, a DMF, piperidin, DIPEA és TFA anyagokat a
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MERCK Kft.-t6l, a TIS-t, HOBt-t, dietil-étert és NMP-t a Sigma Aldrich Kft.-t6l, mig a
diklormetant a Spektrum 3D Kft.-t6] vasaroltuk.

A Reanal gyartmanya CuCl;, NiCly,-és ZnClp-oldatok  fémion-koncentraciojat
gravimetridsan, oxinat formajaban, a ZnCly-oldat H*-koncentracidjat pH-potenciometridsan
hataroztak meg. Az oldatkészitéshez minden esetben haromszor ioncserélt vizet hasznaltunk.

A KOH méréoldatot ugy készitettiik, hogy a sziikséges szilard KOH (Merck tipusa)
kétszeres mennyiségéhez Kiforralt, CO,-t6l argon atbuborékoltatasaval mentesitett haromszor
ioncserélt vizet adtunk, amivel a KOH felét elmostuk, a maradékot pedig feloldottuk. A lugoldat

........

titralva, a titralasi gorbe Gran-féle linearizalasaval hataroztuk meg [83].

3.4.1. Szilard fazisu peptidszintézis

A vizsgalt AADAAH-NH; ligandumot a Tanszéken talalhaté Liberty-1 késziilékkel
allitottuk elo szilard fazist peptidszintézissel. A Merrifield nevéhez kothetd moddszer soran
oldhatatlan gyantaszemcséhez kapcsoltan épitjiik az oligopeptidet annak C-terminusa feldl, igy az
egyes aminosavak kapcsolasat kovetd sziiréskor gyakorlatilag nincsen anyagveszteség. Ez azért is
fontos, mert a hibas szekvencia elkeriiléséhez 100%-0s konverziot kell biztositani, ami
haromszoros-0tszords aminosavfelesleget, illetve kapcsoldszer (aktivator) alkalmazasat kivanja
meg.

Minthogy tobb reaktiv centrum van jelen, a Fmoc/tBu stratégiat kovetve a gyanta és az
aminosavszarmazékok aminocsoportjat a piperidines hasitassal eltavolithatd Fmoc csoport, a
kapcsolandé aminosavszarmazékok funkcios csoportjait terc-butil csoportok védik (a hisztidin
esetében tritil csoportot hasznaltunk). A nagyenergiaju peptidkotés 1étrehozasahoz a
karboxilcsoport aktivalasa sziikséges, esetiinkben ez HOBt-vel, illetve a hdmérséklet emelésével
(mikrohullam) tortént. A gyantahoz kapcsolt peptidlancot diklérmetannal, 96%-0s ecetsavval,
2-metil-2-butanollal és dietil-éterrel mostuk, majd a peptidet trifluorecetsavval hasitottuk le a
gyantarol. Az oldathoz hideg étert adva vilagos, szilard anyag valt ki, melyet éterrel mostunk,
szaritas utan vizben feloldottunk és liofilizaltunk. Tisztasagarol pH-potenciometridsan, HPLC-vel

¢és tomegspektrometrias vizsgalatokkal gy6zddtiink meg.
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=

Gyanta duzzasztdsa DMF-ben
Mosas DMF-fel
3. Fmoc eltavolitas
20 (VIV)% piperidin/DMF
0,1 M HOBt/DMF
75°C, 180 sec
4. Mosas DMF-fel

N

Fmoc — NH —( gyanta

v

H,N —( gyanta

5. Kapcsolas
Fmoc — NH COOH (400%)
Aktivétor:
0,5M TBTU/DMF
0,5 M HOBt/DMF
Aktivator bazis:
2 M DIPEA/NMP
75°C, 300 sec

6. Mosas DMF-fel

HzN —(_gyanta » Fmoc ~NH -[His]-CO — NH — ( gyanta

7. Fmoc eltavolitas
20 (V/IV)% piperidin/DMF
0,1 M HOBt/DMF
75°C, 180 sec

8. Mosas DMF-fel

Fmoc —NH -{His|-CO — NH — gyanta ) ————» H,N CO — NH —( gyanta

9. Kapcsolas
Fmoc — NH COOH (400%)
Aktivator:
0,5 M TBTU/DMF
0,5 M HOBt/DMF
Aktivator bazis:
2 M DIPEA/NMP
75°C, 300 sec
10. Mosas DMF-fel

H,N CO —NH - gyanta l

Fmoc — NH CO - NH CO — NH —( gyanta
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Fmoc — NH CO - NH CO — NH — _gyanta

11. 7-10. 1épések ismétlése a megfeleld
védett aminosavszarmazékokkal

Fmoc — NH {Ala}- CO — NH{Alg- CO — NH{Asgl- CO — NH-{Alg- CO - NH-{Ala]- CO — NH[His]— CO - NH — (_gyanta

A kapcsolt aminosavak kozti peptidkotések elhagyasaval:

Fmoc — NH - Ala]H Ala[H Asp H Ala[H Ala]{ His |- CO - NH — (_gyanta

12. Fmoc eltavolitas
20 (VIV)%
piperidin/DMF
0,1 M HOBt/DMF
75°C, 180 sec

13. Mosas DMF-fel

14. Mosas:
CH,Cl,, 96% ecetsav,
2-metil-2-butanol, Et,0O

H,N —AlaH AlaH Asp H Ala[H Ala[H His|- CO— NH — (_gyanta

15. Hasités a gyantarol,
véddcsoportok eltavolitasa
Hasitoelegy: 96% TFA,
2,5% TIS, 2,5% H,0,

1% DODT
~ 1,5 6ra

H,N —AlaH AlaH Asp H Ala|H Ala|H His |- CO — NH,

i) (e) [¢] o |0

| v [ |y
HN——CH—C N H—C N H—C N H—C N CH—C N H—C——NH,

CH, CH, CH, CH3 CHj CH,

T
T

5. abra A ligandum el6allitasanak lépései
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4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. A ligandum sav-bazis tulajdonsagai
A vizsgalt ligandum harom deprotonalodasi allandoval jellemezhetd, melyek a
2. tabldazatban talalhatok. A legkisebb deprotondlodasi 4llandd6 az aszparaginsav
karboxilatcsoportjahoz, a kozbens6 az imidazolnitrogén hidrogénjéhez, mig a legnagyobb az
aminocsoporthoz rendelhetd. Utobbi két funkcids csoport deprotonaldodasi folyamatai

egymassal atfedo 1épésekben jatszodnak le.

4.2. A ligandum Cu(ll)-komplexei
A hexapeptid Cu(ll)-ionokkal valdé komplexképzddése pH 4 felett indult meg: a
kezdetben halvanykék oldat rozsaszinivé valt, és a pH novelésével a lila egyre sotétebb
arnyalataiba ment at. Ahogyan az a titralasi gorbébdl is lathato (6. dbra), szamottevd
mértékben jatszodtak le lugfogyasztassal jard folyamatok, illetve a ligandum az elvarasoknak
megfelelden két Cu(Il)-ion megkotésére képes. A mérési eredmények legjobb illesztését adod
modellt a 3. tabldzatban, a Cu(Il): ligandum 1:1 és 2:1 rendszer szamitott eloszlasi diagramjat

a 7. és 11. dbran tuntettiik fel.

7 8 9 lagekvivalens

6. abra A Cu(ll):AADAAH-NH, rendszerek titralasi gorbéi
(c(ligandum) ~ 1,5 mM)
A titralas kezdeti szakaszdban a CuLH 0Osszetételi komplex van jelen, feltehetdleg

(NH2, CO) koordinaciéval, melyben az imidazolnitrogén protonalt: g p CuLH — pK, = 6,17,
ami nagyobb, mint az Ala, CuL komplexére meghatarozott 5,33-as Ig B érték [84]. Ez az
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aszparaginsav  oldallancbeli  karboxilatcsoportjaval ~ vald  kolcsonhatasra  utal. A
spektrumokban nem lathato jelentds valtozas a komplex kis koncentracidja és a képzddésével

jaro kis spektralis effektus miatt.

Cu?' (%)

100 +—_Cu?* (aq)
90
80
70
60
50
40 -
30
20
10

0

CulLH,

3 4 3 6 7 8 9 10 11
pH

7. abra A Cu(ll) : AADAAH-NH; 1:1 rendszer szamitott eloszlasi diagramja

pH 5,5 és 7 kozott 1:1 és 1:2 ardnyokndl a CuLH_; részecske valik dominanssa: ezen
tartomanyban a hisztidin imidazolnitrogénje még mindig protonalt allapotban van (pK gorbe
ezen szakasza hasonld lefutast mutat), igy a komplex — az UV-Vis spektrumokban mutatkozo
kicsiny eltolodds alapjan — két amidnitrogén kozel kooparativ. modon torténd
deprotonalodasaval alakulhat ki. A komplex stabilitisa nagyobb, mint az Alas ilyen
Osszetételit komplexe [66], vagyis az (NH2,N,N",3-COO") koordinacio stabilitast noveld
hatasa is jelentkezik.

8-as pH felett az 1:1 és 1:2 rendszerekben a CuLH , komplex gyakorlatilag
egyeduralkodo. A hisztidin imidazolnitrogénjének deprotonalodasa az (NH,,N,N-,3-COQ")
koordinacios mod mellett felveti az (N,N,Im(N)) koordinacioju izomer kialakulasanak
lehet6ségét is. (Az AADA [85] esetében 1gff CuLH , = 4,73, az AADAAH-NH; ligandumra
nézve lgf CuLH ; — pKi, = —4,05, ami szintén kozel esik az AADAAH-NH; ligandum
CuLH_; komplexének — 4,35-0s lg B értékéhez.) A komplex CD-spektruma nem kiilonbozik

jelentésen a CuLH_; komplex spektrumatol, ami a koordinaciés mod azonossagat sejteti.
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2. tablazat Az AADAAH-NH; ligandum deprotonalddasi allandoi

PKy 3,50(3)
pKo 6,57(1)
PKs 8,05(1)

3. tablazat Az AADAAH-NH; ligandum atmenetifém-komplexeinek stabilitasi allandoi

Cu(ll) Ni(11) Zn(11)
MLH 12,74(2) 10,88(5) 10,72(5)
ML - 4,91(1) 4,45(1)
MLH_; 2,52(1) - —4,05(5)
MLH_ —4,35(3) ~10,43(1) —13,20(4)
MLH., (~16,02(4)) -20,19(2) -
MyLH. 5,12(4) - -
MzLH. -0,80(7) ~7,57(4) _
MoLH.3 - - -
MoLH.4 ~12,47(2) - -
MoLH s -22,52 (3) - -
pK(MLH/ML) [5,11] 5,97 6,27
pK(ML/MLH.,) [5,11] [7,67] 8,50
PK(MLH./MLH_,) 6,87 [7,67] 9,15
PK(MLH_/MLH_3) 11,67 9,76 -
PK(M,LH.1/M,LH.,) 5,92 - -
PK(M,LH_/M,LH.5) [5,83] — —
PK(M,LH_3/M,LH._,) [5,83] —~ -
PK(M,LH_/M,LH.s) 10,05 - -
198ML)-pKamino - -3,14 -3,60
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4. tablazat Az AADAAH-NH; ligandum Cu(ll)- és Ni(II)-ionokkal képz6d6 f6bb komplexeinek spektralis

paraméterei

UV-Vis
Amax (€) [nm (Mt cm™)]

CD
Amax (A€) [nm (Mt ecm™)]

590 (-0,51)
CulH.4 565 (125) 495 (+0,15)
310 (+0,63)
590 (-0,55)
CulH. 549 (149) 494 (+0,30)
310 (+0,58)
613 (-0,15)
ClolH. 555 (108) 527 (+0,36)
336 (-0,55)
668 (+0,17)
CUZLH_5 558 (_0749) széles sav
539 (142) 341 (-0,30)
303 (+0,45)
NiLH., 493 (-2,07)
438 (238) 425 (1,41)
NlLH_3 413 (219) 462 (73703) széles sav
5. tablazat Az Asp; és Asp, ligandumok  NiLH_, komplexének spektralis jellemz6i [86]
(koordinacio médja: (NHp, N7, N7, B-COO"))
UV-Vis CD
Amax (€) [nm (Mt cm™)] Amax (Ag) [nm (M~ cm™)]
492 (-2,60)
Asps 440 (265) 422 (+0,88)
232 (-5,08)
499 (-2,10)
Asp, 438 (229) 426 (+1,55)
234 (-12,19)
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A 8. dbran az Asps (NH2,N,N",3-COO") koordinaciéju CuLH , komplexének, az
AC-KTNMKHSAG-NH; (N7,N,Im(N) koordinaciéju CulL komplexének, és a vizsgalt
AADAAH-NH; ligandum CuLH_; komplexének CD-spektrumait vethetjiik dssze [86,87] (az
Ac-KTNMKHSAG-NH, CuL komplexében két deprotonalt amidnitrogén €s két protonalt
lizin is talalhat6, utobbiak nem vesznek részt a koordinacidban). A kérdéses szerkezet
CD-spektruma jo egyezést mutat az Asps (NH2,N-,N*,-COQ") koordinacioji komplexének
spektrumaval, eszerint ezen pH-tartomdnyban a hisztidin mint horgonycsoport nem tud

versenyezni az aminocsoportrdl indul6 koordinécidval.

Ag
(M™lem ™1

1.0 ~

Ac-KTNMKITS AG-NII,

750 800
A(nm)

AADAAH  Aspy

-1.0 -

8. abra A vizsgalt AADAAH-NH, ligandum CuLH_, komplexének,
az Ac-KTNMKHSAG-NH, (N7,N",Im(N) koordinacidju CuL komplexének [87] és
az Asps (NH,,N",N7,3-COO") koordinacidju CuLH_, komplexének [86] CD-spekrumai

A pH tovabbi novelésével CulLH_ 3 oOsszetételi komplex képzddik. A komplex
stabilitdsi allandoja pH-potenciometridsan nem hatdrozhatd meg pontosan, mivel a
képzddésére vonatkozo deprotonalodasi allandod 11,67. Bar ebbdl kifolyolag a komplex a
vizsgalt pH-tartomanyban igen kis mennyiségben képzddik, UV-Vis és CD-spektrumokban
lathatd valtozasokbol arra kovetkeztethetiink, hogy 11-es pH-n valoban megjelenik ez a
részecske. A Amax kék eltolodasa arra utal, hogy nem hidroxokomplex, hanem a nagyobb

energiaval jellemezhet6 4N-es komplex, amelyben (NH2,N",N",N°) vagy (N,N,N-,Im(N))
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koordinacié johet 1étre. Az el6bbi esetben a harmadik helyen aszparaginsavat tartalmazé
tetrapeptidekkel ellentétben az oldallancbeli karboxilatcsoport kiszorul a Cu(Il)-ion
koordinacids szférajabol és azt a harmadik deprotondlodott amidnitrogén foglalja el. Az
utobbi esetben a ligandum C-termindlis részén torténik a kotddés, az imidazolnitrogén
koordinalédasat kovetéen az N-termindlis irdnyban haladva koordindlodik harom
amidnitrogén. gy (5,5,6)-tagt csatolt kelatrendszer alakul ki.

A Kkétféle koordinacios mod preferaltsiga a hexapeptid N- és C-terminalis részét
kiilon-kiilon modellez6 NH,-AADA [85] és Ac-GGGH [46] ligandumokkal vizsgalhatd. A
Cu(ll) : NH,-AADA : Ac-GGGH = 1:1:1 aranyu oldataban képz6dé komplexek eloszlasa a
9. abran lathatd. Megallapithato, hogy pH 7 és 11 kozott szinte csak az AADA ligandummal
képz6dé CulLH , komplex van jelen, amelyben (NH2,N",N,3-COO") koordinaci6é valosul
meg. pH 11 felett ugyanakkor nagyon kis mennyiségben (kb. 10%) megjelenik az Ac-GGGH
ligandummal képz6d6é CulLH 3 komplex is, amelyben (N",N°, N",Im(N)) koordinacié alakul
ki. A Cu(ll)-AADAAH-NH, rendszerben a pH 11 felett képz6d6 CuLH 3 komplex
mennyisége megegyezik a modellrendszerben képzéddvel, ami alapjan a (N,N-,N",Im(N))
koordinacioval képzddd izomer képzddése sem zarhatd ki. Az elnyelési maximumok helyei
(4. tabldazat) az Alay CuLH 3 komplexének Amax értékeivel [88] mutatnak egyezést, illetve a
spektrumok hasonld lefutasa is az (NH,N,N,N") koordinacios modot tamasztjak ala
(10. dbra).

Ahogyan mar emlitettiik, az 1:2 rendszer az 1:1-hez hasonld ardnyban koti meg a
Cu(ll)-ionokat, vagyis a jelenlévé ligandumok kozel fele nem vett részt a

komplexképzddésben.
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Cu?* (%)
100 +
90
80 -
70

Cul+ (aq) CHAH_ 2

0 - T = /\- re— T = T
3 4 5 o 7 8 9 10 11
pH

9. abra A Cu(ll)-ion megoszlasa az elkiiloniilt kotéhelyeket modellez6 AADA (A) és Ac-GGGH (B)
ligandumok kozott (Cu(Il) : NH,-AADA : Ac-GGGH = 1:1:1) [46,85]

Ag
Mlem 1)

1.0 Ac-KTNMEKHS AG-NH,

-0.5 - A(nm)

AADAAN

Ala,

10. abra A vizsgalt AADAAH-NH; ligandum CuLH_; komplexének (becsiilt intenzitasérték),
az Ala; CuLH_3 (NH,;,N",N7,N") koordinaciojua CuLH_; komplexének [88], illetve az
Ac-KTNMKHSAG-NH, (N,N7,N",Im(N)) koordinaciéju CuLH_; komplexének [87]
CD-spektruma
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Kozel kétszeres fémfelesleg esetében a ligandum megkoti a Cu(Il)-ionokat: a pH 5-6
kozott képzodd CuyLH 3 és Cu,LH » komplexek mennyisége elhanyagolhatd, mig pH 6-10
tartomanyban tulnyomoérészt a CupLH 4 6sszetételii komplex van jelen. Ezen komplexben az
(NH2,N")N",B-COO") ¢és az (N ,N,Im(N)) koordinacios modok egyiittesen megvalosul-
hatnak. Emellett felvetddhet annak a lehetdsége is, hogy a szokdsostol eltér6 modon az
aszparaginsavat kovetd amidnitrogén deprotonalddik, €s a B-COQO -csoportot kiszoritva, a
Cu(Il)-ionhoz koordinalodik. A rendszer CD-spektrumaban pH 9,4-t61 kezdve a CuyLH 4
komplexhez rendelhetd maximumok csokkeni kezdenek, és a CuyLH 5 Osszetételnek
megfeleltethetd részecske spektruma raépiil az el6z6 komplex spektrumara. A feltételezett

koordinacidés modok ez esetben a (NHz,N,N*,-COO") és az (Im(N),N,N",N").

22 o
Cu*" (%) . Cu,LH, Cu,LH
100 — Cu* (aq) T

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10
0 ‘ e . ‘ ‘ ‘

9]
.
n
o
~J
=]
o
—_
<
=

11. abra A Cu(ll):AADAAH-NH2 2:1 rendszer szamitott eloszlasi diagramja

Ha a CuyLH_4 komplex spektrumat képezziik a ligandum CuLH_, komplexének és egy
(N",N",Im(N)) koordinacioju komplex spektrumanak 6sszegébdl, €s ezt Osszevetjilk a mért
adatokkal (/2. dbra), azt lathatjuk, hogy a két spektrum lefutasaban jelentés a hasonlosag,
egyedil a A= 370 nm-nél talalhaté maximumnal mutatkozik eltérést. Ez alapjan a
komplexben a fent leirt koordinacié feltételezhet. Ugyanakkor a ligandum CuyLH 5 mért és
szamitott spektrumanak menete megegyezik (13. dbra), ami az (NH2,N",N",3-COO") és az
(N",N",N",Im(N)) koordinacio egyidejii 1étezésére valod feltételezéseinket (ezaltal a CupLH 4
komplexre javasolt koordindcidt is) megerdsiti, azonban ezen koordinacidés modok egyértelmi

bizonyitasdhoz ESR-vizsgélatok sziikségesek.
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Ag
(M1tem ™

1.0 ~

0.5 - Cu,LIL, mért

400 450 500 SWS)O
m

Cu,LH , szamitott

-1.0 -

12. abra Az AADAAH-NH; ligandum Cu,LH_4 komplexének mért (fekete) és szamitott (rozsaszin) spektruma.
A szamitott spektrumban az alabbi komplexek spektrumat 6sszegeztiik:

= az AADAAH-NH, ligandum CuLH_; komplexe — (NH,,N",N-,3-COQO") koordinacid

= az az Ac-KTNMKHSAG-NH,ligandum CuL komplexe — (N-,N",Im(N)) koordinacio

[87]
Ag
(M1tem ™
L0

Cu,LH ; mért Cu,LH ; szamitott

-1.0 -

13. abra Az AADAAH-NH; ligandum Cu,LH_5 komplexének mért (fekete) és szamitott (kék) spektruma.
A szamitott spektrum az aldbbi komplexek spektrumanak 6sszegezésével késziilt:
= az AADAAH-NH; ligandum CuLH_, komplexe — (NH2,N",N",3-COO") koordinacio
=  az Ac-KTNMKHSAG-NH,ligandum CuLH_; komplexe — (N",N7, N7, Im(N))
koordinaci6 [87]
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4.3. A ligandum Ni(ll1)-komplexei

Ni(Il)-ionokkal a komplexképzédés pH 5 koriil kezdddik, elséként az (NHz, CO)
koordinacidju komplex jelenik meg az oldatban. Ezen komplexben az imidazolnitrogén
protonalt (NiLH), bar stabilitdsa elmarad a Cu(Il)-ion ilyen &sszetételli komplexétdl (a
szamitott stabilitasi allandok a 3. tablazatban taldlhatok). Alapvetden itt sincsen jelentOs
kiilonbség a kétszeres ligandumfelesleget tartalmazo és az ekvimoldris oldat kozott a

megkotott fémion aranyat, pH-fliggését és a spektrumok lefutasat tekintve.

pH
12

11
10

S N e D

4= wn

B

2 -1 0 1 2 3 4 5 6 lagekvivalens

14. abra A Ni(ll) : AADAAH-NH, rendszerek titralasi gorbéi (c(ligandum) ~ 1,5 mM)

pH 6,5-7,5 tartomanyban a Ni(Il)-ionok (1:2 és 1:1 aranynal) nagyrészt a NiL
Osszetételll komplex formaban vannak jelen, melynek stabilitasat az (NH,, CO) koordinacio
mellett a B-COO™ csoport, illetve a deprotonalddott imidazolnitrogén makrokelat formajaban
ugyancsak novelheti (6sszehasonlitasul: a Gly, esetében 1g B NiL = 3,65 [89]). A fenti
komplexek halvanyzoldek, oktaéderes geometridjiak ¢€s paramagnesesek, a4m a pH
novelésével élénksarga szinli, siknégyzetes geometridju, diamagneses komplexek
keletkeznek. (Ennek koszonhetéen meglehetésen idéigényes, mig a rendszerben beall az
egyensuly, igy a keletkez0 komplexek stabilitasi allandoit nagyobb hibaval tudjuk
meghatarozni.)

Az extra lugfogyas alapjan az amidnitrogének kooperativ deprotonalddasaval képz6do

NiLH_, komplex jelenlétét feltételeztiik, mely a fent emlitett rendszerekben a f6 részecske pH
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8-9,5 kozott. Hasonldan a Cu(Il)-komplexhez, kétféle koordinaciés mod valdsulhat meg ennél
az Osszetételnél: (NHo, N7, N7, B-COQO") vagy atrendezddéssel az (N,N,Im(N)) koordinacio.

Az UV-Vis és CD spektralis paraméterek megegyeznek az Aspz és Asps NiLH.;
komplexének spektralis paramétereivel [86] (4. és 5. tabldzat), ami alapjan ebben a

komplexben is (NHz, N*, N*, B-COO") koordinaci6 feltételezhetd.

NiZ* (%)
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0

N2+ (aq) NiLH 4

73]

15. abra A Ni(I11):AADAAH-NH, 1:1 rendszer szamitott eloszlasi diagramja

Lugos tartomanyban a NiLH 3 komplex van zomében jelen az oldatban, 1:2 és 1:1
aranynal is, mely a CD-spektrumban a Ama eltolodasat, illetve 1j, kis negativ
Cotton-effektussal jar6 csucs megjelenését okozza A~400 nm-nél (16. dbra) Ehhez az
Osszetételhez, hasonloan a Cu(Il)-ionnal tapasztaltakhoz, koordindcids izomereket

rendelhetiink, melyek modelljéiil szolgalo ligandumok CD-spektrumait a /7. abran lathatjuk.
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M1lcem

1

400

A(nm)

16. abra A Ni(I1):AADAAH-NH, 1:1 rendszer CD-spektrumai. A pH 10,19-es minta jol lathatéan elkiiloniilé
negativ Cotton-effektusai nagyobb pH-n eltolodnak, illetve 6sszeolvadnak

Ag
(M1Lcm
1.0 A

-

)

_1)

Ac-KTNMKHMAG-NH,

AADAAH

17. 4abra A vizsgalt AADAAH-NH, ligandum NiLH_; komplexének,

az Ac-KTNMKHMAG-NH, (N",N7,N", Im(N) koordinaci6ja NiLH_, komplexének
[90] és

az Ala, (NH2,N7,N"N") koordinacidji NiLH 3 komplexének [88]

CD-spekrumai
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A ligandum NiLH_; komplexének spektrumanak lefutdsa Osszességében az Alas
(NH2,N",N",N") koordinacidju NiLH 3 komplexének spektrumahoz hasonlo [88], azonban kb.
420 nm-nél egy kis vall jelentkezik, mely adodhat az igen kis mennyiségben képz6do, de
nagy molaris abszorbanciaju (N-,N",N, Im(N) koordinacio jelenlétébdl is.

Kétszeres ligandumfelesleg esetén szintén képzddnek az oktaéderes NiLH és NiL
Osszetételll komplexek, de a lagos tartomanyban a ligandum nem tudja oldatban tartani a
fémionokat. Egy résziik hidrolizist szenved (fehér szinli hidroxocsapadék keletkezik), a
maradék a ligandumhoz kotddik az amidnitrogének deprotonalodésa révén, siknégyzetes
komplexeket eredményezve.

A NiLH_,, NiLH_3 komplexekben a fent emlitetteknek megfeleléen a fémion tobbféle
modon koétédhet: a Ni(IT): AADAAH-NH, 2:1 aranyu rendszer CD-spektrumaiban (18. dbra)
szintén felfedezhetjiik a (N,N,N°, Im(N) koordinaciojii izomernek tulajdonithaté vallat az
Alas NiLH_3 komplexére jellemz6 elnyelési maximum mellett. Noha igen kis effektusokrol
van sz0, lathatjuk, hogy a pH = 9,92-es minta esetében a kis intenzitast, negativ eldjelii cstcs
megjelenésevel egyidejileg a (NH2,N ,N,B-COO") koordinacioja NiLH , komplexhez
rendelt cstcs is tolodni kezd az (NH2,N,N",N") koordinacidhoz rendelhetd Amax irdnyaba (a
spektrumokban bekdvetkezd valtozas ligandumfelesleg mellett €s ekvimolaris oldat esetében
is megfigyelhetd). Itt kell megjegyezniink, hogy a kiilonbdz6 koordinacidji Cu(Il)-komplexek
fényelnyelésében nincsen két nagysagrend kiilonbség, ennélfogva a CulLH 3 komplex
spektruma esetén a Ni(II)-nél detektalhatd parhuzamos reakcidok az altalunk alkalmazott
technikakkal nem mutathatok ki.

Az elsd dinuklearis komplexben, a NiLH_» komplexben az aminocsoport feldl torténd
koordinacidt az imidazolnitrogén egyfog kotddése egészitheti ki, de — mint lattuk — az
amidnitrogének deprotonalddasa az imidazolnitrogén feldl is haladhat.

Lathatjuk, hogy a Ni(Il)-ionok sok tekintetben hasonl6 mddon viselkednek, mint a
Cu(ll)-ionok, azonban a tobbmagvi komplexek tanulmanyozasa kisebb fémfelesleget vagy

higabb oldatot kivan meg.
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18. abra A Ni(I1):AADAAH-NH, 2:1 rendszer CD-spektrumai
(pH 7,35-t61 csapadékos az oldat)

4.4. A ligandum Zn(11)-komplexei

A Zn(ll)-AADAAH-NH; rendszer komplexképzését 1:2, 1:1 és 2:1 aranynal
vizsgaltuk. Mindharom esetben bekovetkezett a fémion hidrolizise, ugyanakkor a titralasi
gorbe alapjan a lugfogyasztd folyamatok hasonlé mértékben mentek végbe, mint a Ni(ll)
esetében (19. dbra).

A hexapeptid Zn(Il)-ionnal képzett ZnLH és ZnL 6sszetételit komplexének stabilitasa
a fentieknek megfeleléen jo egyezést mutat a Ni(II)-ion ilyen Osszetételii komplexeinek
stabilitasaval. A koordinaciés mod ez esetben is (NH,, CO), de emellett a B-COO™ csoport
¢s/vagy az imidazolnitrogén részvételével képzdodott makrokelat stabilizdldo hatasa is
jelentkezhet (a Gly, esetében 1g B ZnL = 2,96 [37]). A komplexképz6dés pH ~ 6 koriil
kezdédik, az oldatban kis mennyiségli ZnLH komplex mutathaté ki, melyben az
imidazolnitrogén protonalt allapotban talalhato. A fiziologias tartomanyban a ZnL komplex
domindl mindhdrom vizsgalt aranyndl, melyet a pH emelésével a fémion hidrolizise kovet:

vegyes hidroxokomplexek képzddnek, majd fehér csapadék valik ki az oldatbol.
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19. abra A Zn(I1) : AADAAH-NH; rendszerek titralasi gorbéi (c(ligandum) ~ 1,5 mM)

Zn?* (%)
100 -

7Zn*" (aq)

ZnLH,,

20. abra A Zn(11):AADAAH-NHj; 1:2 rendszer szamitott eloszlasi diagramja
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5. Osszefoglalas

Munkénk sordn két, a bioldgiai rendszerekben is fontos fémmegkdtd helyet;
aszparaginsavat ¢és hisztidint egyarant tartalmaz6 peptid atmenetifémionokkal valo
komplexképzését tanulmanyoztuk. Az altalunk szintetizalt NH,-AlaAlaAspAlaAlaHis-NH,
két egymastol elkiiloniilt fémion-megkotéhelyet tartalmaz. A peptid N-terminalis részén az
egyszerl peptidekben is megvalosuld koordinacios modok mellett a harmadik helyen talalhato
aszparaginsav révén (NHy,N N ,B-COQO") koordinaci6 alakulhat ki. Ett6l fliggetleniil a
C-terminalis részen az imidazolnitrogén — mint horgony — kotédésével (N7,N7,N",N(Im))
koordinacidju komplex szintén keletkezhet.

A pH-potenciometrias, UV-Vis és CD-spektroszkopias vizsgalatok azt mutatjak, hogy
a tanulmanyozott szekvencia savas tartomanyban Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(II)-ionokkal MLH,
illetve utobbi kettovel ML 0Osszetételi komplexet is képez, melyek csupan az
imidazolnitrogén  protonaltsagaban  kiilonboznek  egymastol.  Mindegyik  esetben
stabilitdsnovekedés volt megfigyelhetd az egyszerli peptidekhez képest, ami a
karboxilatcsoporttal és/vagy az imidazolnitrogénnel valé gyenge kdlcsonhatasra utalhat.

A pH emelésével Cu(Il)- és Ni(Il)-ionok jelenlétében az amidnitrogének kooperativ
modon  deprotondlddtak.  Fizioldgidas tartomanyban a  Cu(Il)-ionok esetében mar
(NH2,N",N",3-COO") koordinacioju komplexek vannak jelen, a Ni(ll)-ionok esetében
azonban az amidnitrogének deprotondlodasa és az emlitett koordinacid kialakulasa kissé
nagyobb pH-tartomany felé¢ tolodik, mely soran az oktaéderes geometriat siknégyzetes
elrendezddés valtja fel.

Erésen lugos tartomanyban a karboxilatcsoport nem csak a Ni(II)-, hanem a Cu(ll)-
ionok esetében is kiszorul a koordinacidobol, és a soron kovetkezd deprotonalddott
amidnitrogén koordindlédik a fémionhoz. A Ni(I)-ion esetében igen kicsiny mennyiségii
(N ,N7,N",N(Im)) koordinacioju komplexek jelenléte is feltételezhetd. A Zn(ll)-iont
tartalmazo rendszerekben nem kovetkezik be az amidnitrogének deprotonaldédasa, a pH
novelése a fémion hidroliziséhez vezetett.

A hisztidin szerepére ugyanakkor fény deriilt a kétszeres fémfelesleg alkalmazasakor:
a ligandum képes volt a Cu(Il)-ionok megkdtésére. A kétmagva CuyLH_4, illetve CuzLH_s
Osszetételic komplexekben az (NH2,N",N",3-COO") koordinaci6 kiegésziilt az imidazol-
nitrogénrél indulo (N,N",N(Im)), illetve (N ,N,N,N(Im)) koordinaciéval. Ni(II)-ionok

esetében a fémfelesleg egy része hidrolizist szenvedett, a masik fele a deprotonalt
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amidnitrogénekhez koordinalodott, mikozben kevés kétmagvi komplex is képzddhetett.
Utobbi esetében izomer szerkezetek kialakuldsa feltételezhetd, bar az eddigi vizsgalatok az
aminoterminus feldl induld amidnitrogén deprotonalddast huzzak ala.

A tanulményozott fémionok ezen ligandummal valé komplexképzési sajatsagait
illetben a késObbiekben tovabbi informacidkat remélink a  Cu(Il)-komplexek
ESR-spektroszkopias, ugymint a Ni(I)-és Zn(II)-komplexek NMR-spektroszkopias
vizsgalataval. Emellett a harmadik helyen all6 aszparaginsav szerepét kivanjuk mélyebben

megérteni annak a hasonld térkitoltésii, nem koordinalodé valinra valo kicserélésével.
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